Ministério da Saude
FIOCRUZ I LM D Fiocruz Amazénia
Fundag¢édo Oswaldo Cruz

FUNDACAO OSWALDO CRUZ - FIOCRUZ
INSTITUTO LEONIDAS E MARIA DEANE - ILMD

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CONDICOES DE VIDA E SITUACOES
DE SAUDE NA AMAZONIA

JORDAM WILLIAM PEREIRA SILVA

ASPECTOS ECOLOGICOS DE VETORES PUTATIVOS DO VIRUS MAYARO E VIRUS
OROPOUCHE EM ESTRATIFICACAO VERTICAL E HORIZONTAL EM AMBIENTES
FLORESTAIS E ANTROPIZADOS EM UMA COMUNIDADE RURAL NO AMAZONAS

MANAUS

2017



Ministério da Saude
FIOCRUZ I LM D Fiocruz Amazénia
Fundag¢édo Oswaldo Cruz

FUNDACAO OSWALDO CRUZ - FIOCRUZ
INSTITUTO LEONIDAS E MARIA DEANE - ILMD

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CONDICOES DE VIDA E SITUACOES
DE SAUDE NA AMAZONIA

JORDAM WILLIAM PEREIRA SILVA

ASPECTOS ECOLOGICOS DE VETORES PUTATIVOS DO VIRUS MAYARO E VIRUS
OROPOUCHE EM ESTRATIFICACAO VERTICAL E HORIZONTAL EM AMBIENTES
FLORESTAIS E ANTROPIZADOS EM UMA COMUNIDADE RURAL NO AMAZONAS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Condicdes de Vida e Situacdes
de Saude na Amazonia, do Instituto Lednidas
e Maria Deane, como requisito final para
obtencdo do titulo de Mestre em Salde

Coletiva.

ORIENTADOR: Prof. Dr. Felipe Arley Costa Pessoa

MANAUS
2017



JORDAM WILLIAM PEREIRA SILVA

ASPECTOS ECOLOGICOS DE VETORES PUTATIVOS DO VIRUS MAYARO E VIRUS
OROPOUCHE EM ESTRATIFICACAO VERTICAL E HORIZONTAL EM AMBIENTES
FLORESTAIS E ANTROPIZADOS EM UMA COMUNIDADE RURAL NO AMAZONAS

Dissertacdo apresentada ao Programa de P0s-
Graduacdo em Condigdes de Vida e Situagoes
de Saude na Amazonia, do Instituto Lednidas
e Maria Deane, como requisito final para
obtencdo do titulo de Mestre em Saude

Coletiva.

BANCA EXAMINADORA

Dr. Felipe Arley Costa Pessoa - Orientador

Instituto Lednidas e Maria Deane — ILMD/FIOCRUZ

Dr. Sérgio Luiz Bessa Luz - Membro

Instituto Lednidas e Maria Deane — ILMD/FIOCRUZ

Dra. Regina Maria Pinto de Figueiredo - Membro

Fundacéo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD)



AGRADECIMENTOS

Ao Dr. Felipe Arley Costa Pessoa, pela orientagédo, apoio, ensinamentos, amizade e por ter me
apresentado uma linha de pesquisa t&do importante.

A minha méae-cientifica Dr. Claudia Maria Rios Velasquez, pela orientagdo, amizade,
ensinamentos, puxdes de orelha e por ter aberto as portas da ciéncia na minha vida.

A Fundacio Oswaldo Cruz, ao Instituto Lednidas e Maria Deane e ao Programa de Pds-
Graduacdo em Condicdes de Vida e Situacbes de Saude na Amazodnia — PPGVIDA.

A FAPEAM pela concessdo da bolsa de estudo, que me auxiliou durante todos os momentos
do mestrado.

Ao Dr. Felipe Naveca, por disponibilizar os equipamentos, primers, sondas para a RT-qPCR e
pelas discussdes esclarecedoras.

A Dra. Alessandra Nava, pelas sugestdes e auxilio na construcéo e anélise dos questionarios.
A minha esposa Tayna Lima Rodrigues, por todo amor, carinho e compreensao.

A Gervilane Ribeiro pelo intenso e dificil trabalho de identificacdo dos mosquitos no campo.
Aos meus queridos amigos de laboratério e campo (Patricia Dantas, Maria de Oliveira, Eric
Marialva, Heliana Belchior, Jessica Feijo, Emanuelle Farias, Andreza Carvalho, Alexandre
Menezes, Mario Roberto, Ricardo Mota, Sebastido, Lucio e Evandro).

Aos meus colegas do grupo de virologia do ILMD Valdinete Alves e Arlesson Viana por toda
ajuda em Biologia Molecular.

A todos os participantes do questionério e moradores da comunidade rural de Rio Pardo.

Deixo a todos vocés 0s meus eternos agradecimentos.



DEDICATORIA

Aos meus pais Maria Irenilda e
Raimundo Filho.



SUMARIO

LINTRODUGAD ..ot e eee s 14
1.1 O impacto das doengas para a POPUIACAD. .........ccuervireierierieriine e et sre e e stee e e et see e sreeneesaenens 14

1.2 ArDOVITUS € GrDOVIFOSES .....cuiiiiiiiiiiiiitcieie ettt sttt e et se b b et e snnas 15

1.3 CUNCIAROS. ...ttt e b n e e bt 18

1.4 Familia Togaviridae, genero AIPNAVITUS...........cccoiiuriiinriiei ettt 19

L.4.1 VITUS IMIAYAIO. ...ttt bbb et bbbttt bbbt b bbb 20

1.4.2 FEOIE IMAYAIO ...ecuveeeicieitesie ettt sttt ettt ettt e e s et ereate s ebeenestestens e eeneeneareas 21

1.4.3 Ciclo de transmissdo e VEtores do MAY V. ....ccoiiiiieiineneeees e 22

1.4.4 Virus Mayaro no mundo: RISEOIICO .........coeveiiiiiiiiscice e 27

1.4.5 Casos importados d0 MAYV ...t e te s e sneeaesne s eeas 29

1.4.6 Virus Mayaro no Brasil: NiSOMICO..........ccuoviiriiiiiece e e 30

1.4.7 Virus Mayaro €m Ri0 Pardo..........ccccoeiiiiieiiiieie ettt sttt sn e sre s 32

2. Familia Bunyaviridae, g&nero OrthODUNYAVITUS...........cooieeiiiniienieie e e 32

B YT T @ o] oo N o 1TSS 33

2.1.2 FEDre OrOPOUCKE. ...ttt b et srebesn e e 34

2.1.3 Ciclo de transmissdo e Vetores do OROV........ccoeiriiriinieiiei st et 35

2.1.4 Virus Oropouche: historico no Brasil € N0 MUNAO...........coeiiriiiniiniinieee e 37

2.1.5 DiagnOstico das arOVIFOSES. .......viuiuiiiiiriiirieinie e et 39

2.2 Infecgo natural em mOoSqUItOS PO @rDOVITUS...........oviiiiiiiiiee s 40

2.3 SINANTIOPIZAGAD. ... ettt sttt ettt ettt b e bt sk e e b e b e et £ esbebe et et se et e b e ne e 41

24 FALOTES T FISCO...evevireiirere ettt sttt ettt ettt b et e bt bt b e bt n e ese e b es e b s nn e en e 43

N [0 S I o (N I Y SR TRR 44
O] N Y 1 SO 48
5. MATERIAL E METODOS.......ooiieietiet et ses e sess s s sses s s sasses sesnssnsnsesssssssssssnsassssnasnssnsssssssnansnsees 49
5.1 ATBA U8 BSTUUO. ......veveveoeeeectee ettt eess ettt enenes 49

I Ofa] 1< W [ 1 [0S [U T (oL SO 53

5.3 Distribuicdo por estratifiCagao VEITICAL..........cccveivrivieierre e e e 53

5.4 Distribuicdo por estratificagfo horizontal.............ccocoiiiiiiiii e e 55

5.5 Identificacdo e conservagdo dos mosquitos COIEtAt0S. ........uvvieierieieirr e e 58

5.6 Extracao de acido ribonucleico (RNA) ..ottt sttt et 58



5.7 Deteccdo do MAYYV € OROV POr RT-QPCR.... .ottt s e 59

5.8 FALOIES U8 FISCO.....veviveiriisiireieiei ettt b et er et n et e enen et nnarenes 60
5.9 ANALISE A0S UAUOS. ......eveveieiiiieeei et s 60
oI O 0] 4T [=] o Tola L=l i o TSR 61
6. RESULTADOS...... ettt ettt ettt s h et s e bt e e b b £ e a2 e s h e ek e e ek e e E e e s beeb e e e e ehe £abeebeenbessbesbesbeenbenbeesrnen 62
6.1 Abundancia geral e MOSQUITOS. .........crveeieriiiteriiteiirt ettt ettt sr e eenis 62
6.2 Estratificacdo vertical: Plataforma Gusmao e PrincCipal...........ccoeoriiniinninieccc e s 62
6.3 Estratificacdo horizontal - Peridomicilio, borda de floresta e floresta...........ccccoeeveviivecncicicne e, 69
6.4 FALOTES U8 FISCO.....vivireiresisireetei ettt ettt b e s h R s et e n b n ettt en s 75
6.4 Infeccdo natural de mosquitos POr MAYYV € OROV ...ttt sttt s 78
7. DISCUSSAO. ...ttt 888861 88 90
7.1 Diversidade, riqueza e abundancia geral de MOSQUILOS............eoirirreiniiiriee e 90
7.2 Diversidade, riqueza e abundancia por estratificagdo horizontal.............ccccooviiiiiiniiniicincce, 90
7.3 Diversidade, riqueza e abundancia por estratificacio Vertical..............ccoeevvviervierineiiie e 82
7.4 Infeccdo natural de mosquitos POr MAYYV € OROV ...t 84
7.5 FALOTES A8 T1SCO. ....vevviveeeiiseetirteie etttk bbb E et ettt e 86
8. CONCLUSAO. ... ceretaeeraeisseesse s ss st 88 1888888 87
9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ooiiuiiiiereiieiieessesessssesssss st sssssssssss s ssssssesssassssassssssssnssn oo 88



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Ciclos de transmissdo enzoo6tica, epizo6tica de arbOVITUS..........ccvciviviieiinieie i e 17
Figura 2. Ciclo de Vida A0S MOSUITOS. ........cviueiiiriiirieirieieiete sttt et en et eb e bbb eb s sn et nne e 18
Figura 3. Representacfo da estrutura dos AIPNAVITUS..........cccooiiiiiiienieie e 19
Figura 4. Representacao gendmica d0 MAYV .....ooiiiiiiiiiiiieieseie ettt sttt enseneere e srenre e 21
Figura 5. Envolvimento de articulag@es na infeccdo Pelo MAY V. ... 22
Figura 6. Ciclo de transmissdo do VIFUS IMAYAI0. .......c..cccerveeeieienieiestesesee e e e ste s e stestesee e ss e sreseesnesresaes e sreneeseens 23
Figura 7. Haemagogus janthinomys, principal VEtor do MAYV .......cccciiiiiiiiiiieesene e 24
Figura 8. Espécies de mosquitos encontradas naturalmente infectadas com 0 MAYV.......cccooviiieinnncnnnenn, 26

Figura 9. Mapa mostrando a distribuicdo do MAYV no mundo e os métodos de deteccéo, entre 1954 e

Figura 10. Estados brasileiros com casos humanos confirmados para Febre Mayaro em um inquérito soro
epidemioldgico realizado pelo Ministério da Sadde entre 2015 € 2016.........ccccevevieeeiiieninee e 31
Figura 11. Ciclo de transmisséo silvestre e urbano do Virus OropOUCNE. .........ceivveiriiieinicee e 36
Figura 12. Paises da América Central e do Sul onde ocorreram epidemias de Febre por virus Oropouche entre
LOBL € 2006.....cceeieeeieeeeteeueesiesie ettt ettt st sa e bttt et ea e R Re Rt e Ee e e ke R ekt eR e ek eEe e eeeeEeeEeenReebeeR e e eRe e benbe £ebeentenreereas 49
Figura 13. Mapa do Brasil, destacando o Estado do Amazonas (B) Municipio de Presidente Figueiredo,
destacando o assentamento rural de Rio Pardo (C) Mapa do assentamento rural de Rio Pardo..........c...cccccevvnne 49
Figura 14. Laboratério de campo da Fiocruz/ILMD no assentamento rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo,
YN (V4o A E T =T - V] | RO URT 50
Figura 15. Ramal da Maria Gusmao, no assentamento rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas,
2] ]| RSSO 51
Figura 16. Ambiente desmatado e queimado para construcdo de lavoura ou casas no ramal do Principal do

assentamento rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas, Brasil............ccccccovveviiiiiiesieiiece e 51

Figura 17. Caracteristicas dos ramais do assentamento rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas,

Figura 18. (A) e (C) Foto das plataformas construidas no Ramal Maria Gusmdo e Ramal Principal,
respectivamente; (B) Foto de uma armadilha luminosa HP; (D) Foto de método de coleta por atracdo humana

S £01 (=] [0 - VOO OSSOSOV 54



Figura 19. Ambientes de coleta das espécies de mosquitos por estratificagdo horizontal no assentamento rural de
Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas, Brasil...........cccccevieiiiieiiiisinie st 56
Figura 20. Dindmica das coletas de mosquitos nos ambientes de floresta e antropizados no assentamento rural de
Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas, BraSil..........ccccceieiiieiiiisinie s 57
Figura 21. Perfis de diversidade de Rényi em fungdo de diversidade de espécies, para as coletas de mosquitos
realizadas no dossel e solo no ambiente florestado, Assentamento rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo,
AMAZONAS 2016, ...ttt sttt sttt b bbbt h e e b e e e e bt e b £ oA e e bt R e e eRe R e e Ee Rt e R e e b AeeRe e e Rt e bRt e beebe e b e 67
Figura 22. Curvas de rarefacdo representando a riqueza acumulativa de espécies de mosquitos coletas no ramal
Gusméo no dossel e solo, por armadilhas HP e atragdo humana protegida, no assentamento rural de Rio Pardo,
Presidente Figueiredo, AMAzoNas 2016.........cccccuiiiiiiiieiieeiese e steseese et e ste e ste e e saeste e e e stesaeensessseesresneeneesneenes 68
Figura 23. Diversidade de Rényi para os ambientes de floresta, borda de floresta e peridomicilio amostrados por

armadilhas luminosas HP no assentamento rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas

Figura 24. Escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) para os ambientes de peridomicilio, borda de
floresta e floresta amostrados por armadilhas luminosas HP no assentamento rural de Rio Pardo, Presidente
Figueiredo, AMAZONAS 2016........ccuciuiiieiieieieeeete et e ste e e e e e et e s te e e s te e e e s teateesaeste e aebeereenbeeteene nreenteareebeaneenreaneeareas 74
Figura 25. Curvas de rarefacdo para as espécies de mosquitos coletadas no assentamento rural de Rio Pardo,

Presidente Figueiredo, Amazonas 2016 nos ambientes de peridomicilio e borda de floresta e floresta.

Figura 26. Resultados da RT-qPCR para detecc¢do do virus Mayaro e virus Oropouche em mosquitos coletados

no assentamento rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas, Brasil.............ccccccovevivivsiviveeve e, 79



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Oligonucle6tidos USAd0S NESLE BSLUD.........ceiiierieeee e et ettt eenesre e s 59
Tabela 2. Espécies de mosquitos coletadas nas plataformas do Ramal Principal e Ramal da Maria Gusmao por
armadilhas HP e atracdo humana no assentamento rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas, durante

0s meses de junho, julho, novembro e dezembro de 2016..........ccccveieiriieierie i s 65

Tabela 3. Espécies de mosquitos coletadas em ambiente de peridomicilio, borda de floresta e floresta por
armadilhas HP e nas plataformas do ramal Principal e ramal Gusméo por atracdo humana protegida e armadilhas
HP no assentamento rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas durante os meses de junho, julho,
NOVEMDIO € AEZEMDIO U8 2016, ......cuiiieieiiteieieeee ettt ettt ettt b et bbb e bttt bt st e b bttt bennebeneas 71
Tabela 4. Frequéncia de pessoas entrevistadas, por sexo e idade, no assentamento rural de Rio Pardo, Presidente
Figueiredo, AMAazonas, BraSil............cc.ciiiioiiiie e s sert e st et e nre e e nreeees 75

Tabela 5. Frequéncia de pessoas entrevistadas, por ocupacdo e sexo, no assentamento rural de Rio Pardo,
Presidente Figueiredo, AmAazonas, BraSil.........ccccoiieiiiiiiiiiieiesi et sreeere e snesreneesnen 76
Tabela 6. Frequéncia de casas avaliadas quanto a eliminacdo de residuos sélidos no assentamento rural de Rio
Pardo, Presidente Figueiredo, AmMazonas, BraSil............ccoooiiiiiiiiiie i e 77
Tabela 7. Frequéncia de casas quanto a localiza¢do das casas em relagdo a floresta e igarapé no assentamento
rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas, BrasSil...........c.ccccocve o i i e 77
Tabela 8. Frequéncia de casas avaliadas quanto a eliminacdo de residuos sélidos no assentamento rural de Rio

Pardo, Presidente Figueiredo, AmMazonas, BraSil............ccuiriieioiiieiie e e e 78

10



ABREVIATURAS E SIGLAS

ANOVA - Anélise de variancia

AH — Atracdo humana

BUNV — Virus Bunyamwera

CDC - Centro de controle e prevencdo de doengas

DNA — Acido desoxirribonucleico

cDNA — DNA cépia

CEP - Comité de Etica em Pesquisa

CHIKYV - Virus Chikungunya

Ct- Threshold Cycle

DENYV - Virus da Dengue

VFA — Virus da febre amarela

FSA — Febre Suina Africana

FMT-HVD - Fundacdo de Medicina Tropical — Doutor Heitor Vieira Dourado
ILMD/FIOCRUZ - Instituto Lednidas e Maria Deane — Fundacdo Oswaldo Cruz
INCRA - Instituto Nacional da Colonizacdo e Reforma Agréria
IgM — Imunoglobulina M

MAYYV - Virus Mayaro

MIR — Taxa minima de infeccéo

MS — Ministério da Saude

NMDS - Escalonamento multidimensional ndo métrico

NSP — Proteina ndo estrutural

OROV - Virus Oropouche

ROCV - Virus Rocio

SLEV - Louise encephalitis virus

RNA — Acido Ribonucleico

RT — gPCR - Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real
RRV - Ross River Virus

SISBIO - Sistema de Autorizagéo e Informagéo em Biodiversidade
SIV - Sindbis virus

SVS — Secretaria de Vigilancia em Salde

TM — Taxa minima de infeccdo

VEEV - Virus da Encefalite Equina Venezuelana

WNV - West Nile Virus

WHO - Organiza¢do Mundial de Saude

ZIKV - Virus Zika



RESUMO

O assentamento rural de Rio Pardo esté localizado no municipio de Presidente Figueiredo, no Estado do
Amazonas, Brasil, e € uma area endémica para virus Mayaro (MAYYV) e virus Oropouche (OROV).
MAYYV e ORQOV causam febre de Mayaro e febre de Oropouche, respectivamente, doencas infecciosas
febris agudas e sdo responsaveis por pequenos surtos na populacdo rural. MAYV e ORQV estdo
relacionados primariamente a ambientes silvestres, no entanto, estudos realizados em Rio Pardo
sugeriram uma possivel adaptacdo a outros vetores e a consequente introducdo do MAYV em ambiente
ndo-florestal. Este trabalho teve como objetivo estudar as espécies de mosquitos encontradas no
assentamento rural de Rio Pardo, avaliar seu papel no ciclo de transmissdo de MAYV e OROV,
e os fatores de risco a esses vetores na populagdo humana do assentamento. Os mosquitos foram
coletados durante os meses de junho, julho, novembro e dezembro de 2016. As coletas por estratificacdo
horizontal foram realizadas usando armadilhas luminosas HP instaladas a 1.5m do solo em trés
ambientes diferentes, peridomicilio, borda da floresta e floresta. Para avaliar a estratificagdo vertical, as
coletas foram realizadas em areas de floresta, no dossel e no solo, usando armadilhas luminosas HP e
atracdo humana. No total 3.750 mosquitos foram capturados, sendo que 3.139 espécimes foram
coletados nas plataformas. Os espécimes coletados foram classificados em 46 espécies distribuidos em
17 géneros. As espécies mais abundantes foram Psorophora ferox (740 individuos — 23.5%),
Ochlerotatus serratus (576 — 18.3%) e Ps. cingulata (258 — 8.2%). O indice de Shannon-Weaver (H')
para 0s mosquitos coletados no dossel foi H=2.86 e no solo foi H' = 2.53; houve diferenca
estatisticamente significativa em relacdo a riqueza de espécies coletadas por atragdo humana no solo e
dossel (p=0.0465), porém nao foi observado diferenca estatisticamente significativa por armadilhas HP
(p=0.2342). Os mosquitos em estratificacdo horizontal foram coletados apenas por armadilhas HP;
sendo coletados 611 espécimes, divididos em 13 espécies. A espécie mais abundante no peridomicilio
foi Culex quinquefasciatus (149 — 48.8%), na borda de floresta Cx. quinguefasciatus (29 — 22.8%) e na
floresta Cx. nigripalpus (6 — 3.3%). O indice H' para mosquitos coletados no peridomicilio foi H' = 0.91,
borda de floresta H'=1.73 e floresta H'=1.53 ndo houve diferenca significativa em relacdo a riqueza de
espécies (p=0.6353). Em relagdo aos métodos de coleta o indice de diversidade de Shannon-Weaver (H')
por atragdo humana foi H'=2.62 e por armadilhas HP H'=2.16. Dos 671 pools analisados por RT-gPCR,
trés foram positivos para OROV e nenhuma amostra foi positiva para 0 MAYV. Quanto a taxa minima
de infecg¢do dos mosquitos avaliados, observou-se TM de 0.8%. As espécies de mosquitos positivas para
OROV foram: Oc. serratus, Ps. cingulata e Hg. tropicalis, as duas Gltimas espécies correspondem ao
primeiro registro na literatura de infeccdo natural por OROV. Para descrever fatores de risco foram
entrevistadas 490 pessoas em 141 domicilios, 260 (53,06%) pertencem ao sexo masculino e 230
(46,94%) do sexo feminino. A agricultura correspondeu a 204 (41,6%) das atividades desenvolvidas
pelos moradores. Em relagdo ao destino do lixo 124 domicilios (87,9%) queimam o lixo no préprio
terreno. Dos 141 domicilios, 85% moram perto da floresta, 63% perto do igarapé e 45% perto da roga.
Em relacéo as caracteristicas dos domicilios, 83% s&o feitas de madeira, 88% ndo possuem telas nas
portas e janelas, 86% possuem cozinha interna e 53% possuem banheiro interno. Nossos resultados
mostram a circulacdo de importantes vetores de arbovirus e arboviroses emergentes que séo fortemente
influenciados pelas transformac6es nos ambientes como desmatamento, construcao de estradas e criagdo
de assentamentos. E registramos a infeccdo de mosquitos com 0 OROV no ambiente de floresta, isso é
importante pois a populagdo tem contato direto e frequente com esse ambiente, aumentando o risco de
adquirir o virus, e desenvolver sindrome febril que ndo é de notificacdo compulséria.

Palavras-chave: Mosquitos vetores, antropizacao, ecologia, virus Mayaro, virus Oropouche.
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ABSTRACT

Rio Pardo settlement is located in the municipality of President Figueiredo, Amazonas State, Brazil, is
an endemic area to Mayaro virus (MAYV) and Oropouche virus (OROV). MAYV and OROV cause
Mayaro and Oropouche fever, respectively, two acute febrile infectious diseases that are responsible for
small outbreaks in rural populations. MAYV and OROV are related to wild environments, however,
studies carried out in Rio Pardo showed a possible adaptation to other vectors and introduction of the
MAYYV in non-forested environments. This work aims to study mosquito species in a rural settlement
in the Brazilian Amazon, and their roll in arbovirus transmission cycles, and evaluate the exposure
factors of human population to these vectors in the rural settlement of Rio Pardo. Mosquitoes were
collected during June, July, November and December of 2016. The horizontal stratification was
performed using HP light traps installed at 1.5 m in three different environments, peridomicile, forest
edge and forest. For vertical stratification, the collection was performed by HP light traps and human
attraction in canopy and soil environments. At all, 3.750 mosquitoes were captured, 3.139 specimens
were collected from platform, distributed in 46 species. The most abundant species were Psorophora
ferox (740 individuals - 23.5%), Aedes serratus (576 - 18.3%) and Psorophora cingulata (258 - 8.2%).
The Shannon-Weaver index (H ') for the mosquitoes collected in the canopy was H’=2.86 and in the soil
was H’=2.53, there was a statistically significant difference in relation to the richness of species
collected by human attraction (p = 0.0465), but no statistically significant difference was observed for
HP traps (p = 0.2342). The mosquitoes in horizontal stratification were collected only by HP traps; 611
specimens were collected, distributed in 13 species. The most abundant species in peridomicile was
Culex quinguefasciatus (149 - 48.8%), in forest edge was Culex quinquefasciatus (29 - 22.8%) and in
forest was Culex nigripalpus (6 - 3.3%). The H” index to mosquitoes collected in the peridomicile was
H’=0.91, forest edge H’=1.73 and forest H’=1.53, there was no significant difference in relation to
species richness (p = 0.6353). The diversity index of Shannon-Weaver (H') was significantly different
between the methods of collection by Human Attraction H'=2.62 and HP light traps H'=2.16. From the
671 pools analyzed by RT-gPCR, three were positive for OROV and no samples were positive for
MAYYV. As regards the minimum infection rate of the mosquitoes evaluated, an TM of 0.8% was
observed. The mosquito species positive for OROV were: Ochlerotatus serratus, Psorophora cingulata
and Haemagogus tropicalis, the last two species are being registered by the first time as found naturally
infected by OROV. To evaluate risk factors, 490 people were interviewed in 141 domiciles, 260
(53.06%) were male and 230 (46.94%) were female. Agriculture accounted for 204 (41.6%) of the
activities carried out by residents. Regarding the destination of the waste, 124 households (87.9%) burn
the garbage on the land. Of the 141 households, 85% live near the forest, 63% near the stream and 45%
near the countryside. Regarding the house characteristics, 83% are made of wood, 88% do not have
screens on the doors and windows, 86% have internal kitchen and 53% have internal bathrooms. Our
results suggest that the circulation of important vectors of arbovirus and emergent arboviruses can be
strongly influenced by the transformations in the environments by deforestation, road construction and
settlement creation. And we recorded mosquito infection with OROV in the forest environment, this is
important because the population has direct and frequent contact with this environment, increasing the
risk of acquiring the virus, and developing febrile syndrome that is not of compulsory notification.

Keywords: Mosquito vectors, anthropization, ecology, Mayaro virus, Oropouche virus.
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1. INTRODUCAO

1.1 O impacto das doencas para a populacéo

O termo Arbovirus é uma abreviacdo para sigla inglesa Arthropod-Borne Virus. A
doenca causada por arbovirus em humanos é conhecida como arbovirose e até 0 momento
algumas arboviroses como a Dengue, febre Oropouche, febre Mayaro, febre Amarela, febre
Zika e febre Chikungunya possuem grande importancia para a satde publica no mundo por
causarem mortalidade e morbidade na populacdo (WILDER-SMITH et al., 2017).

Embora as arboviroses representem uma grande ameaca a saude publica no mundo,
muitas destas permanecem largamente negligenciadas. Normalmente, essas arboviroses sao
endémicas em regides tropicais e subtropicais com baixo status socioecondmico e baixos
investimentos em estudos epidemioldgicos, este cenario leva a uma subestimacdo da
distribuicéo real dessas arboviroses (MOTA; RIBEIRO; VEDOVELLO, 2015).

O custo econbmico que uma doencga pode causar ao pais pode ser definido de duas
formas: custos diretos, indiretos e intangiveis. Os custos diretos englobam tanto o tratamento,
exames, internacgdes, consultas e recuperacdo quanto o transporte para o tratamento, dietas
especiais e despesas dos acompanhantes. Os custos indiretos e intangiveis levam em
consideracdo a perda de dias de trabalho, ou a diminuicdo do ritmo de trabalho influenciadas
pelos efeitos da doenca, que torna o individuo incapaz de exercer normalmente suas atividades
(IUNES, 1997).

O impacto das doencas pode ser quantificado a partir de uma unidade de medida que
avalia os custos sobre mortalidade ou morbidade que leva em consideragcdo os Anos de Vida

Ajustados por Incapacidade, do inglés (DALY - Disability Adjusted Life Years), que é estimado
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por meio dos Anos Vividos com Incapacidade (AVI) e Anos Potenciais de Vida Perdidos
(APVP) (MURRAY, 1997, GAUVREAU & PAGANO, 2004).

Como a febre Mayaro e febre Oropouche séo rotineiramente negligenciadas e acabam
sendo subnotificadas, até 0 momento ndo ha pesquisas mostrando os custos econémicos que
essas doencas podem causar no Brasil. No entanto, SUAYA et al., (2009) realizaram um estudo
em cinco paises da América do Sul (Brasil, Guatemala, Venezuela, Panama e El Salvador) e
trés paises Asiaticos (Camboja, Malésia e Tailandia) demonstrando o custo econdmico que a
Dengue gera nesses paises. No total, foram gastos U$ 587 milhdes de ddlares no ano de 2005,
11% dos gastos foram atribuidos a mortalidade e 90% para morbidade. O Brasil e a Tailandia
foram responsaveis por 94% e 60% do custo total, respectivamente.

Apesar das arboviroses ndo apresentarem quadros severos, elas provocam sintomas que
podem afetar o desenvolvimento econdmico e social de uma populagdo. Durante o periodo dos
sintomas, os trabalhadores e estudantes sdo afetados e consequentemente ha uma reducédo na

produtividade e crescimento da evaséo escolar.

1.2 Arbovirus e arboviroses

Os arbovirus possuem genoma constituido de RNA com excec¢do do virus da Febre
Suina Africana (FSA) que possui 0 genoma de DNA (SMIETANKA et al., 2016). Segundo
“International Catalog of Arboviruses Including Certain Other Viruses of Vertebrates”, 537
espécies de arbovirus foram registradas até o ano de 2016. Até o momento, cinco familias de
arbovirus sdo responsaveis por infectar homens e animais: Bunyaviridae, Togaviridae,
Flaviviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae (RUST, 2012), com mais de 150 espécies

relacionadas com infec¢gdes humanas, como West Nile Virus (WNV), Rocio Virus (ROCV), St.
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Louise Encephalitis Virus (SLEV), Ross River Virus (RRV) e Sindbis Virus (SIV) (CDC 2016,
CLETON etal., 2012, GUBLER, 2001).

Alguns arbovirus estdo em destaque para salde publica mundial como virus Zika
(ZIKV), virus Dengue (DENV), virus da Febre Amarela (FAV) e virus Chikungunya (CHIKV),
todos sdo transmitidos por mosquitos, sendo Aedes aegypti e Ae. albopictus os vetores em areas
urbanas e periurbanas. Embora os trés primeiros pertencam ao género Flavivirus (Familia
Flaviviridae), o CHIKV pertence ao género Alphavirus (Familia Togaviridae), além disso, o
CHIKYV ¢ intimamente relacionado com MAY'V. Todos sdo transmitidos em ciclos enzodticos
envolvendo primatas ndo humanos e mosquitos (WILDER-SMITH et al., 2017).

No Brasil a importancia é dada principalmente para arbovirus como DENV, CHIKV e
ZIKV, que circulam em éareas urbanas; e Virus Mayaro (MAYYV), virus da Febre Amarela
(FAV), virus Oropouche (ORQV) e virus da Encefalite Equina Venezuelana (VEEV), em areas
rurais (NAPOLEAO-PEGO et al., 2014, SERRA et al., 2016).

Na natureza os arbovirus circulam em ciclos silvestres mantidos através da transmissao
bioldgica entre hospedeiros vertebrados como, roedores, aves e primatas ndo humanos, e
hospedeiros invertebrados, como mosquitos, flebotomineos, maruins e piuns (Figura 1)
(PFEFFER; DOBLER, 2010). Alguns arbovirus também ocorrem em ciclos urbanos quando
hospedeiros, como macacos ou humanos, se infectam na floresta e migram para areas urbanas
onde existem espécies de insetos vetores que completam o ciclo de transmissao, podendo causar
epidemias. Os arbovirus mais importantes para saide humana sdo transmitidos principalmente

por mosquitos do género Aedes e Culex (DONALISIO et al., 2017).
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Ciclo enzodtico Ciclo epizodtico Ciclo epidémico

Figura 1. Ciclos de transmissdo enzodtica, epizodtica de Arbovirus.

Os mosquitos adquirem o virus ap6s o repasto sanguineo em um hospedeiro infectado.
Durante a alimentacdo sanguinea, 0 mosquito ingere particulas virais que se ligam a receptores
especificos do intestino médio do mosquito, se replicam nas células epiteliais intestinais e sdo
liberadas para a hemocele podendo infectar 6rgdos como os ovarios e 0 corpo gorduroso, por
fim chegam até as glandulas salivares onde persistem por toda a vida do mosquito, podendo
infectar outro hospedeiro no repasto sanguineo seguinte. O periodo de incubacdo extrinseco
equivale ao periodo do repasto sanguineo até a capacidade de transmissdo, esse periodo pode
durar de 8 a 14 dias. A infec¢do sistémica do mosquito com o virus também se estende para 0s
ovarios e fluidos seminais facilitando a transmissao vertical via transovariana, da fémea para a
prole através dos ovos, e venérea, pela troca de fluidos durante o acasalamento (FORRESTER,;
COFFEY; WEAVER, 2014; MAVALE et al., 2010; SMARTT et al., 2017; THANGAMANI
et al., 2016).

As manifestacfes clinicas das arboviroses podem variar de doenca febril leve a
sindromes febris neurologicas, articulares e hemorragicas. Normalmente, 0s casos graves sao
identificados ap0s extensas epidemias que por muitas vezes implicam em um impacto nos
servigos de saude, devido a auséncia de diagnosticos e tratamentos especificos o que podem

refletir diretamente na morbidade e mortalidade de pessoas (DONALISIO et al., 2017).
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1.3 Culicideos

Os mosquitos sdo classificados dentro da ordem Diptera, Familia Culicidae. S&o insetos
pequenos e delgados. Geralmente medem de 3-6 mm de comprimento. Os culicideos estdo
agrupados em trés subfamilias: Anophelinae, Culicinae e Toxorhynchitinae, porém apenas as
duas primeiras possuem importancia médica. A subfamilia Culicinae € composta por 109
géneros e mais de 3,067 espécies. A subfamilia Anophelinae é constituida por 488 espécies
distribuidas em 3 géneros Anopheles, Chagasia e Bironella (HARBACH, 2017).

Os culicideos sdo, holometabolos, ou seja, possuem uma metamorfose completa,
passando pelas fases de ovo, larva, pupa e adulto (Figura 2). Os ovos, larvas e pupas participam
do ciclo aquético, e os adultos da fase terrestre. Os adultos alimentam-se de carboidratos
provenientes de seivas, flores e frutos. As fémeas sdo hematdfagas, precisando de uma fonte de
repasto sanguineo para maturacdo de ovos (CONSOLI & OLIVEIRA 1994). O hébito

hematofagico faz com que 0os mosquitos sejam 0s principais responsaveis pela transmissdo de

. 3 ” ))
. -
Adultos ) |

Ciclo de vida
Pupa de mosquitos

[ y |

Figura 2. Ciclo de vida dos mosquitos (Adaptado de Silva ALC, 2011)

arbovirus no mundo.
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1.4 Familia Togaviridae, género Alphavirus

A familia Togaviridae é subdivida em dois géneros. O género Alphavirus com 31
espécies e o género Rubivirus que possui apenas 1 espécie (CDC 2016). A familia Togaviridae
exibe uma ampla gama de hospedeiros que incluem vertebrados como peixes, equideos, aves,
anfibios, répteis, roedores, porcos, seres humanos, primatas ndo-humanos, e insetos incluindo
mosquitos, carrapatos e piolhos (VASILAKIS; TESH, 2015).

O genoma dos Alphavirus é constituido por RNA ndo-segmentado de fita simples e
polaridade positiva, ligado ao lado interno do capsideo pela proteina C. Os Alphavirus
apresentam particulas virais com 70 nm de diametro e nucleocapsideo icosaédrico formado por
240 unidades da proteina C, envolto por um envelope lipidico da membrana plasmaética do
hospedeiro. As proteinas sdo codificadas por sete genes, sendo quatro ndo estruturais (NSP1,
NSP2, NSP3 e NSP4) e trés estruturais (glicoproteinas E1, E2 e E3 presente apenas no virus da

Floresta de Semliki) (STRAUSS; STRAUSS, 1994) (Figura 3).

Capsid protein

Figura 3. Representacdo da estrutura dos Alphavirus. Fonte:

http://viralzone.expasy.org/625?outline=all_by_species
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Os Alphavirus sdo classificados conforme suas propriedades antigénicas, sendo
caracterizada pelas proteinas C e envelope. A proteina C possui um peso molecular de
aproximadamente 30 mil daltons e o envelope dos Alphavirus possui bicamada lipidica, rica
em esfingolipideos e colesterol, provenientes da membrana plasmatica que contém as
glicoproteinas virais (E1 e E2) de peso molecular de 48 a 52 mil daltons, respectivamente.
Alguns Alphavirus como Semliki Forest virus (SFV), possuem uma terceira proteina chamada
(E3) com peso molecular entre 10 a 12 mil daltons. Essas glicoproteinas formam dimeros na
superficie do virus que funcionam como fixador e auxiliam na fusdo e penetracdo do virus na
célula (NAPOLEAO-PEGO et al., 2014).

Pelo menos dez Alphavirus transmitidos por artropodes causam morbidade e
mortalidade nos seres humanos, e sdo considerados de importancia médica para satde publica
como (Chikungunya virus - CHIKV, Mayaro virus - MAYV, Equine encephalosis virus - EEV,
Ross River virus - RRV, O'nyong nyong virus - ONNV, Sindbis virus - SINV, Semliki forest

virus - SFV, Barmah virus - BFV) (GOULD et al., 2010).

1.4.1 Virus Mayaro

O virus Mayaro (MAYYV) pertence a familia Togaviridae, género Alphavirus. Foi
isolado primeiramente em amostras de pacientes febris em Trindade e Tobago em 1954, e
depois no ano de 1955 em pessoas que moravam proximas ao Rio Guama, no Estado do Par3,
Brasil (MUNOZ & NAVARRO 2012, ANDERSON et al., 1957). Desde entdo, tem sido
esporadicamente registrado nas Américas, em especial na regido Amazoénica do Brasil. As
regides Norte e Centro-Oeste sdo consideradas endémicas para 0o MAYV (MS/SVS 2015).

O MAYYV possui dois genotipos diferentes em circulacdo. O geno6tipo D, que foi isolado

primeiramente em Trinidad e Tobago, e posteriormente foi detectado em varios paises do
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mundo como, Brasil, Peru, Suriname, Bolivia e Guiana. E o geno6tipo L, que possui circulacéo
apenas no Brasil (NAPOLEAO-PEGO et al., 2014; POWERS et al., 2006).

O MAYYV apresenta um genoma de RNA de cadeia simples de sentido positivo e
codifica quatro proteinas ndo estruturais nsP1 a nsP4 e cinco proteinas estruturais - C-E3-E2-
6k-E1 (Figura 4) (AUGUSTE et al., 2015). Além disso, possui altas taxas de mutacées, 0 que
pode aumentar a chance de adaptacdes a novos hospedeiros invertebrados e vertebrados

(MANDELL et al., 2002, FORSHEY et al., 2010).

Proteina estrutural

P123 wPd - c|Es| B2 6k | E1
UGA .
" o w0 + - = o o 2
. & & § 232 % % °Z
scap nsP1 | nsp2 | w3 | | nsba - c B3| B2] ok | Bl popyas
536 798 483 619 258 66 422 60 437

Figura 4. Representacdo gendmica do MAYV. Fonte: (NAPOLEAO-PEGO et al., 2014).

1.4.2 Febre Mayaro

A febre Mayaro € uma doenca infeciosa febril aguda (SVS/2016). Possui uma fase aguda
e uma fase de convalescéncia. A fase aguda é caracterizada por um curto periodo de viremia
gue pode durar de 3-5 dias. A fase de convalescéncia é acompanhada por artralgias e artrites
gue podem durar semanas, meses ou anos (HALSEY et al., 2013). O periodo de incubac¢éo do
MAYYV varia de 7 a 12 dias, e pode apresentar sintomas como febre, artralgias, mialgia,
calafrios, fotofobia, dor de cabeca, vémito, edema articular, diarreia e erupcdes cutaneas. Em
alguns casos podem ocorrer dores abdominais, hemorragia na gengiva e congestdo nasal. As

pequenas articulagdes como, pulsos, tornozelos, dedos dos pés e das maos sao as mais afetadas
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pelo virus (HALSEY et al., 2013; MOTA; RIBEIRO; VEDOVELLO, 2015) (Figura 5). Apesar

de possuir evolucdo benigna, as intensas dores nas articulagcdes podem tornar a pessoa incapaz

de exercer suas atividades de trabalho.
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Figura 5. Envolvimento de articulac¢@es na infec¢do pelo MAYV. Estudo realizado no Peru entre 2010-2013.
MO03, M06 e M12: 3, 6 e 12 meses ap0s infeccdo, respectivamente. Adaptado de HALSEY et al. (2013).

1.4.3 Ciclo de transmisséao e vetores do MAYV

Os arbovirus permanecem sem serem detectados até 0 momento em que 0S Seres
humanos invadem o ciclo enzodtico natural ou quando os arbovirus escapam do ciclo primério
por meio de um vetor secundario ou por um hospedeiro infectado.

O MAYYV faz parte de um ciclo enzodtico, e é responsavel por pequenos surtos na
populacdo rural. Porém, as infec¢gbes humanas ocorrem acidentalmente em pessoas que
invadem ambientes florestais e entram no ciclo silvestre e acabam sendo picadas por um vetor
infectado (FIGUEIREDO, 2007). Vaérios vetores artropodes transmitem o MAYV a

hospedeiros primatas ndo humanos e outros mamiferos, em ciclos rurais e silvestres (Figura 6).
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Além disso, outros hospedeiros como roedores, marsupiais e passaros aliados aos vetores
primarios e secundarios aumentam as chances de disseminacdo do MAYV (WEAVER,;

REISEN, 2010).

i 4
Figura 6. Ciclo de transmissdo do virus Mayaro. Macacos (1) sdo considerados hospedeiros

amplificadores e mosquitos silvestres (2), pessoas (3) e outros animais como cavalos (3) podem
ser picados pelo mosquito infectado, mas apenas o ser humano pode desenvolver a doenca.

Fonte: (Comunicag&o/Instituto Oswaldo Cruz).

O MAYYV ¢ transmitido por mosquitos do género Haemagogus. Esse género é
predominantemente silvestre, sendo composto por 28 espécies, distribuidas principalmente na
Ameérica Central e norte da América do Sul, com nove delas registradas no Brasil
(MARCONDES; ALENCAR, 2010; PAJOT; GEOFFROY; CHIPPAUX, 1985). Os mosquitos
do género Haemagogus possuem habitos silvestres, diurnos, sdo hematdfagos e acrodendrofilos
(MARCONDES; ALENCAR, 2010). Mesmo sendo considerados acrodendroéfilos, sdo capazes
de picar a nivel do solo em areas desmatadas (PAJOT; GEOFFROY; CHIPPAUX, 1985) e as
fémeas depositam seus ovos em buracos de arvores e frestas de bambu (BARRETT; HIGGS,

2007).
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A espécie Hg. janthinomys é considerada principal vetor do MAYV (Figura 7), essa
espéecie é distribuida amplamente de Honduras ao sudeste do Brasil, além de Bolivia,

Venezuela, Peru, Guiana e Argentina (MARCONDES; ALENCAR, 2010).

Figura 7. Haemagogus janthinomys, principal vetor do
MAYYV (Foto: Acervo EDTA).

A disseminacdo e introducao de patégenos com o aumento acelerado do comércio e das
viagens nas Ultimas cinco décadas é bem conhecido. Diversos patdgenos como o Plasmodium
vivax, que é responsavel pela malaria, VFA e CHIKV foram introduzidos em novos continentes
e se estabeleceram rapidamente com a presenca de vetores competentes (KILPATRICK;
RANDOLPH, 2012).

Com a recente descricdo de infeccdo natural em mosquitos Ae. aegypti e Cx.
quinquefasciatus (SERRA et al., 2016), aliado com o trabalho de LONG et al., (2011) que
mostraram que o Ae. aegypti possui alto grau de susceptibilidade a infeccdo em laboratorio pelo
MAYYV, ciclos urbanos do MAYV parecem ser algo ndo muito distantes, o que pode aumentar

0 numero de pessoas infectadas e gerar um grande problema para os sistemas de satde no Brasil.
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Admite-se a possibilidade de outros géneros de mosquitos como Aedes, Culex,
Psorophora e Sabethes (Figura 8), participarem na transmissdao de MAYYV por terem sido
encontrados naturalmente infectados (GALINDO et al., 1966; SERRA et al., 2016).

O Aedes aegypti possui uma distribuicdo mundial, a espécie é adaptada a ambientes
urbanos e utiliza recipientes nos domicilios para o desenvolvimento da fase larvaria. E uma
espécie altamente antropofilica e possui habitos diurnos (BRAGA; VALLE, 2007). Em um
estudo realizado por LONG et al., (2011) os autores demonstraram que Ae. aegypti possui alto
grau de susceptibilidade a infeccdo pelo MAYV em laboratério. E recentemente durante um
surto de Dengue em Cuiab4, estado do Mato Grosso 0 MAYYV foi identificado por PCR em
pools de mosquitos Ae. aegypti (SERRA et al., 2016). A importancia dessa espécie como vetor
do MAYYV ¢é baseada na sua ampla distribuicdo geografica e pelos seus habitos urbanos e
antropofilicos, que favorece o contato direto com 0 homem, podendo ocasionar a urbanizacéo
do MAYV.

O Cx. quinquefasciatus esta bem estabelecido no Brasil, podendo ser encontrado em
quase todas as cidades (MORAIS; MARRELLI; NATAL, 2006; WILKE et al., 2014). A
espécie é demograficamente bem distribuida e possui um crescimento acelerado, devido a
capacidade de sobrevivéncia em aguas limpas e poluidas (DIBO et al., 2011). Os adultos
possuem habitos noturnos, frequentando normalmente os domicilios, as fémeas possuem
atividade hemat6faga iniciando no crepusculo vespertino até o crepusculo matutino (DAVID;
RIBEIRO; FREITAS, 2012). A espécie é bem adaptada para viver em &reas tropicais e
subtropicais, participam na transmissao de diversos arbovirus, inclusive ja foi encontrada
infectada naturalmente pelo MAYV em Pools de mosquitos (SERRA et al., 2016).

A espécie Ps. ferox é encontrada exclusivamente nas Americas (CHAGAS et al., 2013).
Na América do Sul, esta presente desde a Colémbia até o Norte da Argentina. A espécie possui

habitos preferencialmente diurnos, mas podem picar ao crepusculo e a noite (CONSOLI,
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OLIVEIRA, 1994). Além disso, tem sido encontrada naturalmente infectada por varios
arbovirus, em especial 0 MAYV como ja foi demonstrado por GALINDO et al., (1966) e
GAMA et al., (2012).

Os mosquitos do género Sabethes possuem uma ampla distribuicdo nas Ameéricas
(CONSOLLI; OLIVEIRA, 1994). Sdo mosquitos florestais, os adultos possuem atividade diurna
e picam a nivel de solo, porém sdo mais abundantes no dossel de arvores. Esse género parece
desempenhar papel importante na transmisséo de diversos arbovirus, como por exemplo 0 VFA
e MAYV (PINHEIRO & LEDUC 1988). Além disso, podem ser encontrados facilmente nos

habitats dos Haemagogus, porém estudo sobre ecologia desse género tem sido pouco descrito

(CAMARGO-NEVES et al., 2005).

Figura 8. Espécies de mosqitds QUe ja foram coletadas infectadas naturalmente com o MAYV. (A) Ae. aegypti,
(B) Cx. quinquefasciatus, (C) Ps. ferox e (D) Sabethes sp. (Fotos: CDC e Harbach 2017).
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1.4.4 Virus Mayaro no mundo: historico

O MAYV foi isolado pela primeira vez em 1954 em amostras de sangue de
trabalhadores rurais febris na cidade de Mayaro, em Trindade e Tobago (ANDERSON et al.,
1957). Apo6s o seu primeiro registro, acreditava-se que o0 MAY'V era restrito a florestas umidas
em &reas tropicas, porém epidemias e surtos ja foram registrados em diversos paises (MUNOZ;
NAVARRO, 2012; STRAUSS; STRAUSS, 1994) (Figura 9).

Entre 1954-1955 na cidade de Uruma, Bolivia, 0 MAYYV foi detectado em colonos
durante uma epidemia que ficou conhecida como “Fiebre de la selva” (PINHEIRO, 1994). Entre
0s anos 2000 a 2007, atraves de um trabalho realizado por FORSHEY et al., (2010) com o
objetivo de descrever quais arbovirus estavam associados a doencas febris agudas na América
do Sul, foi encontrada alta prevaléncia do MAYV em pessoas residentes nos departamentos de
Concepcion, Santa Cruz e Cochabamba na Bolivia.

Em seguida o MAYV foi isolado em um estudo que tentava determinar quais arbovirus
estavam sendo vinculados por artropodes em uma area de floresta tropical em Almirante,
Panama, entre 1959-1962. Foram coletados diversas espécies de culicideos, que apds analises
moleculares confirmou-se a infecgdo pelo MAYYV em mosquitos Ps. ferox (GALINDO et al.,
1966).

Em 1960 o MAYYV foi isolado de mosquitos Ps. ferox, Ps. albipes e Ochlerotatus
serratus, capturados em San Vicente del Chucuri, Coldmbia (GROOT et al., 1961). Em seguida
no Suriname, militares holandeses tiveram infeccdo confirmada pelo MAYYV através de uma
investigacdo sorologica de arboviroses na regidao (KARBAAT et al., 1964).

Em 1998, o MAYYV foi isolado na Guiana Francesa (TALARMIN et al., 1998), desde

entdo casos esporadicos do MAYV foram registrados em Caneia, Oyapock e Maroni
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(TALARMIN et al., 1998, THOISY et al., 2003, RECEVEUR et al., 2010, LLAGONNE-
BARETS et al., 2016).

Em 1999 o MAYV foi detectado em diversas cidades do Peru, como Tocache, Pucallpa,
Huanuco, Quillabamba, Iquitos, Yurimaguas, Cusco, Puerto Maldonado, Loreto e Tarapoto
(FORSHEY etal., 2010; NEUMAYR etal., 2012; SANTIAGO etal., 2015; TESH et al., 1999).
Mais recentemente, entre os anos 2010 e 2013, dezesseis pessoas de quatro cidades peruanas,
Iquitos, Yurimaguas, Chanchamayo e Puerto Maldonado tiveram infeccdo confirmada pelo
MAYYV e foram submetidas a um estudo de coorte, demonstrando que as pessoas infectados
pelo virus, muitas vezes continuam sentindo dores articulares por até 1 ano (HALSEY et al.,
2013).

Em 2006 através de uma investigacdo sorologica de possiveis enfermidades transmitidas
por artropodes vetores no México, foi relatada a presenca do MAYV em 25 pessoas residentes
de duas cidades mexicanas, Tamaulipas e Veracruz. Os pacientes queixavam-se de fortes dores
de cabeca, artralgias intensas e encefalopatia (NAVARRETE-ESPINOSA; GOMEZ-
DANTES, 2006).

Em 2009 uma investigacdo soroldgica realizada em militares no Equador com o intuito
de identificar os fatores de risco para infeccdo de Febre amarela, foram identificadas trés
pessoas positivos para 0 MAYV (IZURIETA et al., 2009).

Recentemente, pesquisadores da Venezuela descreveram o primeiro caso de infecgédo
por MAY'V no pais, na cidade de Barlovento, Estado de Miranda, envolvendo diversas pessoas
da mesma familia, que apresentaram um conjunto de poliartrites associadas a presenca do
MAYYV (TORRES et al., 2004). Aparentemente, um novo surto da Febre Mayaro afetou a
Venezuela em 2010, onde 68 casos de MAYV em humanos foram identificados no municipio

de Ospino, Estado de Portuguesa (ALERTA EPIDEMIOLOGICO 2010).
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Através de um inquérito soroldgico realizado na savana Rupununi, regido do Rio
Mazaruni, na Guiana foi encontrada alta soroprevaléncia para os habitantes da regido guianense
(MUNOZ; NAVARRO, 2012). Tambem ha registro de alta soroprevaléncia em paises como
Guatemala, Costa Rica e Hondudas (PINHEIRO & LEDUC 1988; MUNOZ & NAVARRO

2012).

® Isolamento viral

’ Sorologia

A Biologia molecular

Figura 9. Mapa mostrando a distribuicdo do MAYV no mundo e os métodos de detecgdo, entre 1954 e 2016.
(Foto: Acervo EDTA).

1.4.5 Casos importados do MAYV

O primeiro isolamento do MAYV nos Estados Unidos ocorreu em 1967, a partir de aves
migratorias capturadas em Louisiana (CALISHER et al., 1974). Esse achado reforca o papel
das aves no risco da disseminacdo de virus no mundo, e a necessidade de implementar
estratégias de vigilancia especificas.

Anos depois do primeiro registro, o departamento de salde de Louisiana, recebeu uma

notificacdo do MAYYV em um paciente que viveu e trabalhou no Peru em 2011, apresentando
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sintomas caracteristicos que logo foram confirmados, sendo a segunda notificacdo do MAYV
nos Estados Unidos (SCOTT-WALDRON; L.F.MCLELLAN; MONICA DHAND, 2011).

Em fevereiro de 2008, dois pacientes deram entrada no instituto de doencas tropicais de
Rotterdam, Holanda, com artralgias intensas que persistiram por 2 dias ap0s viagem para 0
Suriname, através de sorologia foi detectado mais um caso importado do MAYYV na Europa
(HASSING et al., 2010).

Em 2013, um caso importado do MAYYV foi relatado pela primeira vez na Alemanha,
em uma mulher de 20 anos de idade que ap6s uma viagem para Bolivia, Peru e Equador,
desenvolveu febre, mialgia, exantema maculopapular e poliartralgia graves que persistiram
durante 5 meses (THEILACKER et al., 2013).

E em 2016, casos importados do MAYYV foram detectados na Franca (LLAGONNE-
BARETS etal., 2016; RECEVEUR et al., 2010), em um homem de 30 anos que esteve de férias
na Guiana Francesa e voltou com sintomas caracteristicos que logo foram confirmados. Isso
chamou bastante atencdo da vigilancia europeia, pelo fato de que o Ae. albopictus estd bem
estabelecido no espaco Europeu e ja demonstrou ser susceptivel a infeccdo pelo MAYYV em

condicdes laboratoriais (LLAGONNE-BARETS et al., 2016; MOORE; MITCHELL, 1997).

1.4.6 Virus Mayaro no Brasil: histdrico

Na regido Amazonica brasileira foram relatadas quatro epidemias de febre Mayaro no

Estado do Para: A primeira em 1955 em uma comunidade préxima ao Rio Guam4, seguido por

Belterraem 1978, Conceicdo do Araguaiaem 1981 e Benevides em 1991 (AITKEN et al., 1959;

PINHEIRO et al., 1988; VASCONCELOQOS et al., 1998).
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Figura 10. Estados brasileiros com casos humanos confirmados para Febre Mayaro baseado em um inquérito
soro epidemioldgico realizado pelo Ministério da Saude entre 2015 e 2016. (Adaptado do Ministério da
Saude).

O MAYYV foi responsavel por surtos na regido Centro-Oeste, na cidade de ltaruma,
Goias em 1987 e em Peixes, Tocantins em 1991 (VASCONCELOS et al., 1998). Recentemente
no ano 2000, o MAYYV foi isolado em turistas paulistas durante uma viagem a cidade de
Camapud, Mato Grosso do Sul (COIMBRA et al., 2007).

Um inquérito sorolégico humano realizado na Reserva Extrativista do Cajari, Amapa,
306 soros foram testados para 19 Arbovirus, do total 53 pessoas tiveram sorologia confirmada
parao MAYYV (SOUTO; SOUTO, 2012). Durante um levantamento epidemioldgico na cidade
de Acrelandia no Acre, foi identificada a presenca do MAYV em um paciente de 27 anos, com
auséncia de dores nas articulacdes, porém apresentava fortes dores de cabeca e febre alta
(TERZIAN et al., 2015).

Segundo informe epidemioldgico realizado pelo Ministério da Saude, entre dezembro
de 2014 e junho de 2015 foram registrados 197 casos suspeitos do MAYYV em humanos. Nove
estados brasileiros foram notificados, em especial os Estados de Goias, Para e Tocantins (Figura

10). Do total de casos notificados, 46 (23,3%) foram positivos para o MAYV (SVS/MS 2015).
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Apesar de ser um arbovirus predominantemente silvestre que envolve ciclos rurais
(ABAD-FRANCH et al., 2012), em Manaus, capital do estado do Amazonas, 0 MAYV foi
identificado pela primeira vez em 1999 (FIGUEIREDO et al., 2004). Posteriormente foram
notificados 33 casos entre 2007 e 2008 através de sorologia em pacientes negativos para DENV
na Fundacéo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD). No mesmo ano
em Pau D’Arco no Estado do Para foram registrados 36 casos (AZEVEDO et al., 20009,
MOURADO et al., 2012). Recentemente, SERRA et al., (2016), encontraram Ae. aegypti e Cx.
quinguefasciatus, duas espécies de mosquitos urbanos que possuem ampla distribuicdo
geografica no mundo, infectados com o MAYYV, reforcando a possibilidade de urbanizacéo

desse arbovirus.

1.4.7 Virus Mayaro em Rio Pardo

Em um trabalho realizado por ABAD-FRANCH et al., (2012) no assentamento rural de
Rio Pardo, 44% dos 270 participantes que fizeram parte do estudo apresentaram
soropositividade para 0 MAYYV, incluindo sete criangas com 3 anos de idade. Tal fato levou a
esses autores a acreditarem em uma possivel circulacdo de mosquitos associados a transmissao

do MAYYV em ambientes antropizados ou peridomiciliares.

2. Familia Bunyaviridae, género Orthobunyavirus

A familia Bunyaviridae foi descrita a partir da descoberta de diversos arbovirus que néo
se enquadravam nos Grupos Antigénicos A e B da familia Togaviridae. O primeiro virus
alocado no Grupo Antigénico C da familia Togaviridae foi o virus Bunyamwera (BUNV) em
1943 isolado de mosquitos do género Aedes (SMITHBURN et al., 1946). Apos essa descoberta,
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diversos virus foram alocados no Grupo C. Alguns anos depois com a separa¢do dos Grupos da
familia Togaviridae, foi criado a familia Bunyaviridae e os virus que participavam do grupo C
foram alocados para familia Bunyaviridae. A familia é composto por cinco géneros
(Orthobunyavirus, Nairovirus, Phlebovirus e Hantavirus) e o género Tospovirus que é
infeccioso somente para plantas (CASALS, 1963).

Na familia Bunyaviridae, o Orthobunyavirus é considerado o maior género com mais
de 150 virus distribuidos por todo mundo. Os virions do género Orthobunyavirus sdo
caracterizados por terem um nucleocapsideo circular coberto por um envelope lipidico. Variam
de 80 a 120nm de diametro e sdao morfologicamente esféricos. O genoma dos Orthobunyavirus
é formado por trés segmentos de RNA fita simples denominadas S, com aproximadamente 900
nucleotideos; M com cerca de 6 mil nucleotideos e L com 7 mil nucleotideos. As sequéncias
terminais sdo ligadas e pareadas por pontes de hidrogénio, dessa forma a molécula de RNA

possui um carater circular ndo permanente (SCHMALJOHN & NICHOL 2007).

2.1 Virus Oropouche

O virus Oropouche (OROV) pertence a familia Bunyaviridae, género Orthobunyavirus.
Foi isolado primeiramente em 1955 no sangue de um paciente febril e de um grupo de
mosquitos Coquillettidia venezuelensis em Trindade e Tobago no mesmo ano
(KARABATSOS, 1985) e em seguida foi isolado no Brasil do sangue de uma Bradypus
tridactylus (preguica) em 1960 (PINHEIRO, 1962). Até o momento foram identificados quatro
genotipos do OROV em surtos no Panama, Brasil, Peru e Trindade e Tobago (ROMERO-
ALVAREZ; ESCOBAR, 2017; VASCONCELOS et al., 2011).

Semelhante aos genomas de outros Orthobunyavirus, o genoma do OROV apresenta

trés segmentos, grandes, médios e pequenos de RNA de cadeia simples de sentido negativo. O
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grande segmento de RNA codifica uma grande proteina que possui atividade de RNA
polimerase para transcricéo e replicacao de segmentos de RNA gendmico. O segmento codifica
uma poliproteina precursora dando origem as glicoproteinas de superficies virais denominadas
GC e Gn e uma proteina ndo estrutural denominada NSm. O pequeno RNA codifica uma
proteina de nucleocapside estrutural (N), bem como uma proteina ndo estrutural (NSs)
(SCHMALJOHN & NICHOL 2007).

Estudos sobre a biologia molecular do segmento pequeno do OROV sugeriram a
existéncia de trés genotipos I, 11 e 11l (SAEED et al., 2017). Recentemente, o genotipo 11 foi
isolado de um hospedeiro vertebrado Callithrix sp. conhecido popularmente como Saguis no
sudeste do Brasil, sugerindo possivel dispersao do virus para areas suscetiveis e povoadas no
Brasil (NUNES et al., 2005). Outras analises moleculares que utilizaram linhagens do OROV
recuperadas durante surtos no Estado do Pard nos anos de 2003 a 2007 demonstraram a

circulacdo dos genotipos | e 1l (AZEVEDO et al., 2007; VASCONCELOS et al., 2009).

2.1.2 Febre Oropouche

Antes das epidemias de ZIKV e CHIKV no Brasil, a febre Oropouche era considerada
a segunda arbovirose com mais notificacdes no pais (VASCONCELOS et al., 1998). A
apresentacdo clinica classica da febre Oropouche nos seres humanos inclui febre, mialgia,
artralgia, dor de cabeca, fotofobia e erupcdo cutanea (ROMERO-ALVAREZ; ESCOBAR,
2017). Alguns pacientes podem apresentar exantema morbiliforme, nauseas, diarreia, dor retro
ocular e congestdo conjuntival. Além disso, casos de hemorragias superficiais sdo comuns e
podem ser acompanhadas por hemorragia gastrintestinal. Os sintomas podem durar de 2 a 7

dias, a recidiva clinica é observada em 56% dos casos (PINHEIRO et al., 1962, BASTOS et al.,
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2012). O OROV também pode produzir meningite asséptica apés infeccdo do sistema nervoso
central da pessoa infectada (ANDERSON et al., 1961; PINHEIRO et al., 1962).

Em muitas vezes o paciente acometido pela febre Oropouche pode se tornar
incapacitante, ficando limitado para realizar suas atividades de trabalho por até duas semanas,

podendo levar até mesmo a internacao hospitalar (PINHEIRO et al., 1962).

2.1.3 Ciclo de transmissédo e vetores do OROV

O OROV possui dois ciclos distintos, o primeiro é denominado ciclo silvestre onde o
virus circula tipicamente entre a transmissdo bioldgica entre os animais vertebrados silvestres
como aves, macacos, preguicas e roedores e 0s hospedeiros invertebrados como mosquitos
Ochlerotatus serratus e Cq. venezuelensis que podem ser responsaveis pela manutencdo do
OROV no ciclo selvagem. Nas éareas localizadas em florestas degradadas e em areas
urbanizadas, acredita-se que os seres humanos possam atuar como hospedeiros amplificadores
e a espécie Culicoides paraensis conhecido popularmente como “maruim” que pertence a
familia Ceratopogonidae seja o principal vetor urbano do OROV (Figura 11). Além disso,
VASCONCELOS et al., (1989) especularam que o Cx. quinquefasciatus seja um vetor urbano
secundéario do OROV.

Culicoides paraensis pertence a familia Ceratopogonidae, é considerada a principal
espécie dessa familia pela sua importancia médica na regido neotropical. C. paraensis possuli
habitos diurnos e encontrado frequentemente picando os humanos (FELIPPE-BAUER e
STERNHEIM, 2008). Essa espécie possui distribuicdo geografica no Sul e Leste dos Estados
Unidos, Panamd, Bolivia, México, Venezuela, Argentina e Brasil (FOX, 1952; WIRTH e

BLANTON, 1974).
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Figura 11. Ciclo de transmissdo silvestre e urbano do virus Oropouche. Fonte:

http://infograficos.oglobo.globo.com/rio/o-parente-da-dengue.html

A incriminacdo vetorial do C. paraensis como principal vetor urbano do ORQOV é
sustentada com base em estudos experimentais que demonstraram a eficiente susceptibilidade
a infeccdo e transmissdo do OROV para hamsters em laboratério. O que ndo aconteceu com
tanta eficiéncia quando o Cx. quinquefasciatus foi infectado com o virus, mostrando que a
transmissdo do OROV somente ocorria quando 0s niveis de viremia eram muito altos
(PINHEIRO et al., 1981).

O género Coquillettidia possui valor epidemiolégico devido algumas espécies serem
vetores de arbovirus como WNV e OROV. A espécie Cg. venezuelensis € caracterizada por ser
uma espécie com habitos noturnos, agressiva e voraz, os locais de reproducdo consistem em
acumulacdes de 4gua onde 0s ovos sdo depositados por debaixo de vegetacdes. Além disso, Cq.
venezuelensis € incriminada como vetor secundario do ORQV e ja foi encontrada infectada
naturalmente com 0 WNV na Venezuela (ALENCAR et al., 2011).

Culex quinquefasciatus € uma espécie de mosquito com ampla distribuicdo geografica
no Brasil. Sua importancia epidemioldgica é sustentada por ser uma espécie vetora de patdogenos

associados a doengas como arboviroses e filarioses, além disso Cx. quinquefasciatus é bem
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adaptado a ambientes integros ou degradados e possui elevado grau de reproducéo.
VASCONCELOS et al., (1989) ja mensuravam a espécie como vetor do OROV e recentemente
um estudo feito durante um surto de dengue na area metropolitana da cidade de Cuiab4, Estado
do Mato Grosso, CARDOSO et al., (2015) detectaram o OROV em pools de mosquitos Cx.

quinguefasciatus, reforcando o papel dessa espécie na transmissdo desse arbovirus.

2.1.4 Virus Oropouche: histérico no Brasil e no mundo

Apesar da sua importancia epidemioldgica, casos a febre Oropouche tem sido registrado
até o0 momento unicamente em Trinidad e Tobago, Brasil, Panama, Peru e um caso de deteccao
soroldgica na Argentina (Figura 12). Em Trinidad e Tobago o ORQV foi isolado primeiramente
no sangue de um paciente febril no vilarejo Oropouche (que deu o nome ao arbovirus) e de um
grupo de mosquitos Cqg. venezuelensis em 1955 (KARABATSOS, 1985).

No Brasil, o OROV foi isolado pela primeira vez em 1960 a partir de sangue de uma
Bradypus trydactilus (preguica) capturada durante a construcdo da rodovia Belém-Brasilia e
em seguida em um pool de mosquitos Ochlerotatus serratus capturados na mesma area
(PINHEIRO et al., 1962).

Entre os anos de 1960 até 1980 o OROV foi responsavel por diversas epidemias no
Estado do Par4, onde aproximadamente 11 mil pessoas foram infectadas pelo virus. Essas
epidemias atingiram diferentes mesorregifes Metropolitanas de Belém, exceto o sudoeste do
Estado (PINHEIRO et al., 1962). Somente a partir da década de 1980 é que casos de infec¢do
por OROV comecaram a ser registrados na cidade de Manaus e Barcelos no Estado do
Amazonas e na década passada, um surto do OROV atingiu a capital amazonense (MOURAO
et al., 2009), além de infeccdes na cidade de Mazagéo, Estado do Amapa (BORBOREMA et

al., 1982; PINHEIRO, 1981).
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Nos anos seguintes, novas epidemias do OROV foram acontecendo, e em 1988 ocorrem
epidemias nas cidades de Tocantinopolis, Estado de Tocantins e Porto Franco, Maranhao
(VASCONCELOS et al., 2009). No Estado de Rondonia, 0 ORQV foi registrado em 1991 na
cidade de Ariquemes ¢ Ouro Preto D’Oeste (PINHEIRO et al., 1997). Desde entdo o OROV
tem sido registrado em diversos centros urbanos da regido norte e nordeste do Brasil
(AZEVEDO et al., 2007; VASCONCELOS et al., 2009, CARDOSO et al., 2016).

Fora do Brasil, 0 OROV também causou epidemias, como no Panama em 1989 em um
vilarejo denominado Benjuco (EVELIA-QUIROZ et al., 1989). Em seguida o OROV causou
trés epidemias no Peru, atingindo a cidade de Iquitos em 1992, Puerto de Maldonado e Madre
de Dios em 1994 (CHAVEZ et al., 1992; WATTS et al., 1997). Recentemente, através de
estudos soroldgicos e moleculares feitos em amostras coletadas de pacientes febris na provincia
de Jujuy na Argentina em 2005 foi detectado a presenca do genoma viral e anticorpos IgM do

OROV (FABBRI et al., 2005 dados nédo publicados).

Brasil Peru

Pard Iquitos

Amazonas Puerto Maldonado
Tocantins Madre de Dios
Maranhao

Amapa

Acre

Rondénia

Panama Argentina
Benjuco Provincia de Jujuy

Argentina

Figura 12. Paises da América Central e do Sul onde ocorreram epidemias de Febre por Oropouche entre 1961 e
2006. (Adaptado de Nunes et al. 2007).
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2.1.5 Diagnostico das arboviroses

As infeccOes causadas por arbovirus apresentam diferentes formas clinicas, e arbovirus
de familias ou sorotipos diferentes podem ocasionar patologias semelhantes e as vezes
assintomaticas. Portanto, o diagnostico clinico de arboviroses torna-se dificil, devido a
dificuldade de identificacdo, porém a deteccdo rapida do agente responsavel pela infecgédo é
essencial para que sejam tomadas medidas necessarias para o tratamento (DELMONT, 2003;
DIAS et al., 2010).

O diagndstico da febre Mayaro e febre Oropouche nas areas rurais € baseado quase que
exclusivamente apenas pelos sintomas clinicos, e pelo fato de possuir sintomas parecidos com
a dengue (MOURAO et al., 2012), casos de febre Mayaro e Oropouche podem estar sendo
negligenciados. O método de isolamento viral é considerado padrdo ouro, sendo a partir da
inoculacdo in vivo em cérebros de ratos recém-nascidos ou in vitro utilizando cultura de células
C6/36 originadas de mosquitos Aedes albopictus (MOTA; RIBEIRO; VEDOVELLO, 2015).

Duas 6timas ferramentas para o diagnostico mais confiavel de arbovirus em mosquitos
e humanos séo a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR convencional) e a PCR em tempo real,
métodos que utilizam primers especificos para deteccdo viral. A deteccdo soroldgica também
pode ser usada, com ensaios imunoenzimaticos, imunofluorescéncia e inibicdo da
hemaglutinacdo (ARAUJO et al., 2002). Até o momento, ndo ha vacinas disponiveis para a
prevencdo do MAYYV, o diagnostico € baseado apenas pelos sintomas clinicos e o tratamento é
realizado com o uso de analgésicos ou anti-inflamatorios (MOTA; RIBEIRO; VEDOVELLDO,

2015).

2.2 Infeccdo natural em mosquitos por arbovirus
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Estudos com infec¢do natural em mosquitos por arbovirus tem se tornado cada vez mais
frequentes, tendo em vista a importancia desses achados para saude publica. Esses estudos
permitiram a incriminacao vetorial de muitas espécies de mosquitos como Ae. aegypti, Cq.
venezuelensis e Oc. serratus (FERNANDES et al., 2017, KARABATSOS, 1985,
SECUNDINO et al., 2017, VASCONCELOS et al., 1989). A infeccdo nos mosquitos é
caracterizada como vertical ou horizontal. A transmissao vertical refere-se a transmisséo de um
patdgeno dos pais para a prole e no caso da transmissdo horizontal, todos os outros modos de
transmissdo fazem parte desse modelo, como por exemplo transmissao sexual e transmissédo
durante alimentacdo sanguinea de um hospedeiro com viremia (EBERT, 2013; FINE, 1975;
LEQUIME; PAUL; LAMBRECHTS, 2016).

A taxa de infec¢do natural em mosquitos foi mostrado por SERRA et al., (2016) com
Cx. quinquefasciatus e Ae. aegypti infectados naturalmente com DENV e MAYV com taxa de
infeccdo de 1,39% e 46,12% respectivamente. CARDOSO et al., (2015) encontraram taxa de
2,3% em mosquitos Cx. quinquefasciatus infectados naturalmente com OROV. FERNANDES
et al., (2017) que em Ae. aegypti infectado naturalmente por DENV encontraram taxa minima
de 17,7% e PESSANHA et al., (2011) encontraram taxa minima de 13,9% em larvas de Ae.
aegypti infectadas naturalmente com DENV.

Atualmente diversas técnicas tém sido utilizadas para deteccdo de arbovirus em
mosquitos, como RT-qPCR que possibilita uma identificacdo mais rapida das espécies de
arbovirus. Essa técnica tem sito bastante usada por pesquisadores (KOW et al., 2001; NAVECA
et al., 2017; PESSANHA et al., 2011; SERRA et al., 2016) e apresenta resultados altamente
satisfatorios, tendo em vista que além de deteccdo viral € possivel calcular taxa de infeccéo e
quantificar a carga viral. Poréem no Estado do Amazonas, poucos estudos tém sido realizados
com infeccdo natural de arbovirus em mosquitos, a maioria se restringe na identificacdo de

arbovirus em humanos.

40



2.3 Sinantropizagao

As alteracdes ecoldgicas e mudangas ambientais, como desmatamento, aumento da
temperatura global, urbanizacdo desorganizada e construgdes de rodovias tem exercido uma
grande influéncia na emergéncia e proliferacdo de doencas zoonéticas no mundo, essas
alteracbes podem provocar um desequilibrio ecolégico em um contexto dentro do qual os
vetores e 0s patdgenos estdo envolvidos (PATZ et al., 2000).

O desmatamento é um problema permanente no mundo, cria condi¢des ideais para que
0s vetores criem e disseminem patdgenos causadores de doengas como arboviroses, malaria e
leishmaniose (MOLYNEUX, 2003). Essa atividade possui um impacto negativo para salde da
populacdo humana, principalmente o desmatamento de florestas tropicas Umidas pois a criacdo
de assentamentos rurais pode favorecer a formacao de habitats aquaticos contribuindo para a
emergéncia de mosquitos (GOTTWALT 2013), como foi demonstrado por MARTEIS et al.,
(2017) que associaram a alta diversidade de mosquitos coletados na Caatinga no estado da
Bahia a grande disponibilidade de habitats aquéaticos naturais.

Os assentamentos rurais sao as principais causas de desmatamento, nos Gltimos anos a
criagdo de assentamentos aumentou 70% entre os anos 2002 e 2014, passando de 220 mil km?
para 376 mil km?, respectivamente (ASSUNCAO; ROCHA, 2016). Em uma comunidade rural
amazbnica RAMOS et al., (2014) avaliaram os efeitos do desmatamento e densidade
populacional na abundancia de flebotomineos e encontraram maior abundancia de individuos
no ambiente peridomiciliar.

Os impactos das alteracfes climaticas na saide humana dependem de muitos fatores,
como condic¢des ambientais locais, avaliagdo de vulnerabilidade e a existéncia de estratégias de

adaptacao pelos sistemas de satde publica. As condi¢des de tempo, em especial a temperatura,
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umidade e precipitacdo, podem afetar a taxa de reproducéo e a sobrevivéncia dos vetores, 0 seu
habitat, distribuicdo e abundancia (VONESCH et al., 2016).

Com os recentes surtos de febre Chikungunya, febre Zika e febre Amarela no Brasil,
pode-se observar a grande influéncia do homem na distribuicdo de doencas, levando em
consideracdo que o CHIKV é um arbovirus que possuia ciclos estritamente silvestres e que hoje
circula nas principais capitais do pais (AZEVEDO et al., 2015; SVS/MS 2015). Nessa mesma
perspectiva LIMA-CAMARA (2016) destaca 0 impacto econdmico que essas arboviroses
podem causar a salde publica, devido as intensas dores nas articulagdes que interferem as
atividades ocupacionais do individuo infectado.

ABAD-FRANCH et al., (2012) discutem a possivel peridomiciliacdo de vetores do
MAYYV ou a introducdo de vetores alternativos em uma comunidade rural amazénica, devido a
testes soroldgicos derem positivos para 0 MAYV em criancas com idade inferior a 5 anos. Essa
hipbtese foi sugerida pelo fato de que o MAYV possui circulacdo estritamente florestal e seu
principal vetor o Hg. janthinonys vive no dossel de arvores e até 0 momento ndo possui registro
de circulagéo no peridomicilio.

PESSOA et al., (2007) fizeram um levantamento da fauna de flebotomineos antes e
depois do corte seletivo de madeira, em uma floresta amazonica, e observaram a reducao
significativa da abundéncia de espécimes. E recentemente em um estudo realizado por SOUZA
et al., (2012) foi avaliado o efeito do impacto industrial sobre a abundancia e diversidade de
mosquitos em uma area preservada e outra antropizada e os resultados mostraram menor
diversidade de espécies de mosquitos na comunidade antropizada.

Essas regides tropicais sdo ocupadas atualmente por muitas espécies que sao vetores de
patogenos, e projecdes futuras indicam um aumento nas condic¢des climaticas para essas areas.

Essas mudangas climaticas podem favorecer alteracdes na distribuicdo geografica dos vetores,
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impactando a epidemiologia espacial de doencas transmitidas por insetos como arboviroses,

malaria e leishimaniose (CARVALHO; RANGEL; VALE, 2016).

2.4 Fatores de risco

O surgimento e o ressurgimento de doencas transmitidas por mosquitos podem muitas
vezes estar ligados ndo s6 as mudancas ambientais, como desmatamento, agricultura e
urbanizagdo (FOLEY et al., 2007; MORSE, 1995) mas também pelo uso indevido do solo e a
localizacdo geografica das residéncias em uma comunidade (STEIGER; RITCHIE;
LAURANCE, 2016). Essas mudancas podem influenciar a prevaléncia e a distribuicdo de
doencas, aumentando os habitats de reproducéo, recursos alimentares e mudando as relacGes
entre vetor e hospedeiro (BAYOH; LINDSAY, 2003; VITTOR et al., 2009).

A substituicdo de florestas por lavouras, pecuéria e criacdo de pequenos animais pode
criar um habitat favoravel para a proliferacdo de vetores e seus respectivos parasitas. A presenca
de animais proximos as casas pode ser considerado um fator de risco, podendo atrair insetos
vetores e ocasionar surtos de doencas infecciosas na populacédo (PATZ et al., 2000), como foi
demonstrado por HOYOS-LOPEZ et al., (2016) que associaram a elevada abundéncia de
mosquitos e alta taxa de infeccdo natural por arbovirus a disponibilidade de hospedeiros
alternativos em uma area rural na Colémbia.

A presenca de casas proximas a floresta ou igarapés, também pode ser considerado um
fator de risco, pois os igarapés e 0s ambientes de floresta sdo habitats que possuem clima ideal
para o desenvolvimento de mosquitos. Dessa forma, com a proximidade das pessoas aos
habitats de mosquitos pode favorecer o contato direto com um vetor infectado e as chances séo
altas de contrair alguma doenca como maléria, arbovirose e leishmaniose (MOLYNEUX,

2003).
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3. JUSTIFICATIVA

No Brasil, o controle de doencas transmitidas por mosquitos € realizado
concomitantemente com a vigilancia em salde, com propostas de promocdo, prevencdo e
controle de doencas e agravos a saude. A profundidade e amplitude da vigilancia de arboviroses
diferem regionalmente e varias areas nao possuem vigilancia. H& também falta de
conhecimento interdisciplinar sobre arbovirus e compreensao de seus vetores.

Com os recentes surtos de febre Amarela, febre Chikungunya e febre Zika a necessidade
de definicdo de areas de riscos de exposicao a artropodes vetores de patdégenos aumentou
consideravelmente. As areas de riscos sdo criadas gracas ao processo de antropizacdo que
alteram o padréo ecoldgico dos vetores, dos hospedeiros vertebrados e a transmisséo de agentes
patogénicos causadores de doencas.

O assentamento rural de Rio Pardo vem passando por modificacdes em sua configuracédo
econdmica e demogréfica, devido ao intenso desmatamento para abertura de novos ramais e
atividade de piscicultura. Dessa forma, a populacdo fica exposta a presenca de animais
silvestres e insetos vetores que procuram abrigos ou alimentos préximos a casa.

Estudos envolvendo entomologia e virologia sdo importantes ferramentas no
monitoramento de acessos febris, podendo com os dados obtidos, ser sugeridas estratégias de
intervencdo, a fim de prevenir ou controlar epidemias. No entanto, até 0 momento poucas
arboviroses podem ser prevenidas com o uso de vacinas ou medicamentos antivirais. Portanto,
a alternativa mais efetiva concentra-se em procedimentos praticos para reduzir os riscos de
exposicao a artropodes vetores com uso de repelentes, telas nas portas e janelas das casas e uso
de mosquiteiro.

A maioria das pessoas que reside em areas rurais apresenta picos febris todos os anos,

com sintomas parecidos com a dengue (MOURAO et al., 2012). Arboviroses como febre
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Mayaro e febre Oropouche deixam de ser notificadas devido a dificuldade de diagnostico e,
consequentemente, acabam sendo negligenciadas.

Em um trabalho realizado por ABAD-FRANCH et al., (2012) no assentamento rural de
Rio Pardo, 44% dos 270 participantes que fizeram parte do estudo apresentaram
soropositividade para 0 MAYYV, incluindo sete criancas com trés anos de idade. Tal fato levou
a esses autores a acreditarem em uma possivel circulacdo de mosquitos associados a
transmissdo do MAYV em ambientes antropizados ou peridomiciliares.

Os mesmos autores entdo especularam que, nessa comunidade, 0 MAY'V provavelmente
ndo esta sendo transmitido exclusivamente por Hg. janthinomys, que é considerado o vetor
principal de habitos diurnos associados a florestas preservadas, e sim por vetores noturnos e
endofilicos, adaptados a areas degradadas, portanto, admite-se a possibilidade do MAY'V estar
sendo transmitido por outros géneros de mosquitos, como Sabethes, Psorophora e Culex, que
podem estar transmitindo o virus em ambientes antrépicos (SMITH; FRANCY, 1991;
NAVARRETE-ESPINOSA; GOMEZ-DANTES, 2006; SERRA et al., 2016).

Em relacdo a infeccdo por OROV, entre 1998 e 1999 foram detectados trés pacientes
infectados durante uma epidemia de dengue ocorrida no Estado do Amazonas (FIGUEIREDO
et al., 2004). E recentemente no ano de 2009, um surto da febre Oropouche intrigou os
pesquisadores, onde 631 pessoas deram entradas na FMT-AM com suspeitas de dengue que
logo foram descartadas, e das 631 pessoas, 128 (20.3%) tinham anticorpos IgM para OROV
(MOURAQO et al., 2009).

Se a transmissdo por vetores sinantrépicos for confirmada, o risco de surgimento de
infeccdes por MAYV e OROV em area ndo-florestal, talvez peridomicilio, poderia gerar sérias
consequéncias para a saude publica (WEAVER; REISEN, 2010). A possivel associacéo entre

outras espécies de mosquitos com a transmissdo de MAYV e OROV, como por exemplo o Cx.

45



quinguefasciatus, poderia representar grande risco de transmissao para as popula¢ées humanas
e aumentar a distribuicao geogréafica desses arbovirus (FIGUEIREDO & FIGUEIREDO 2014).

Caso exista a possibilidade de peridomiciliacdo da febre Mayaro ou surtos da febre
Oropouche o comportamento das pessoas, tais como circulacdo em ambientes silvestres,
manutencdo de animais domésticos proximos de casas, habitos de dormir em ambientes nao
telados, distancia das casas com relacdo a floresta e igarapé, dentre outros, podem ser fatores
relacionados com o aumento de diversas endemias transmitidas por insetos (ABAD-FRANCH
etal., 2012).

O risco de emergéncia de novos arbovirus no pais relaciona-se a existéncia de cidades
gue recebem constantemente pessoas vindas de zonas rurais e que podem estar infectadas por
algum arbovirus. A maioria das cidades brasileiras esta infestada por mosquitos antropofilicos
como Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus que foram coletados infectados pelo MAYV e OROV
na cidade de Cuiaba, Mato Grosso (CARDOSO et al., 2015; SERRA et al., 2016).

Poucos estudos sobre a fauna de culicideos foram realizados na comunidade e nenhum
estudo foi feito para verificar taxas de infeccdo natural de arbovirus em mosquitos. Dessa forma,
o0 conhecimento da fauna de culicideos aliado com a verificagdo da taxa de infecgdo natural em
mosquitos pode ser importante no desenho de estratégias de controle vetorial a fim de evitar ou

controlar surtos de doengas.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar aspectos ecologicos de mosquitos por estratificacdo vertical e horizontal em
ambientes de floresta e antropizados, fatores de risco e vetores putativos do virus Mayaro e

virus Oropouche em uma comunidade rural amazonica.

4.2 Objetivos especificos

1. Realizar um levantamento da fauna de mosquitos no assentamento rural e comparar
abundancia, riqueza e diversidade em:
e Estratificacdo horizontal (Peridomicilio, borda de floresta e floresta);

e Estratificacdo vertical (solo e dossel);

2. Descrever fatores de risco a vetores do MAYYV e ORQV, para a popula¢do humana

do assentamento, por meio de um questionario estruturado;

3. Detectar o MAYYV e OROV nos mosquitos coletados e calcular taxas de infec¢éo

natural.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Area de estudo

O estudo foi realizado no Assentamento Rural de Rio Pardo (S01°49°02.4”
W060°19°03.6”), localizado no municipio de Presidente Figueiredo, estado do Amazonas, a
110 km de Manaus, com acesso pela rodovia BR-174, que liga o estado do Amazonas ao estado
de Roraima. O assentamento agricola, oficialmente criado em 1996 pelo Instituto Nacional de
Colonizacéo e Reforma Agraria (INCRA), possui uma area de 27.980 hectares sendo composto
por 6 ramais: Ramal principal, Ramal Maria Gusmao, Ramal Samuel, Ramal Terra Preta, Ramal

Taxista e Ramal Novo Paraiso (Figura 13).
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Figura 13. (A) Mapa do Brasil, destacando o Estado do Amazonas (B) Municipio de Presidente Figueiredo,
destacando o assentamento rural de Rio Pardo (C) Mapa do assentamento rural de Rio Pardo, em vermelho os
locais onde as duas plataformas foram construidas a aproximadamente 12 metros de altura. 1. Ramal Principal, 2.
Ramal Gusmao, 3. Ramal Terra Preta, 4. Ramal Samuel, 5. Ramal Novo Paraiso e 6. Ramal Taxista.
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O acesso ¢ feito por via terrestre pela BR-174 e depois por 17 km em estrada de terra,
ou por via fluvial, através do igarapé do Rio Pardo, um pequeno afluente do Rio Negro. A
principal atividade econdmica € a agricultura familiar. Alguns moradores possuem gados para
fins comercias, mas a maioria dos assentados mantém animais domesticos para 0 consumo
como galinhas, porcos e mais recentemente a criagdo de peixes.

De acordo com o ultimo senso, realizado no ano de 2015 pelo instituto Lebdnidas e Maria
Deane, atualmente ha 584 moradores. O clima do assentamento rural de Rio Pardo caracteriza-
se como tropical imido (tipo Af), conforme classificacio de Koppen?, com temperatura média
anual de 27°C. Na localidade ocorrem dois periodos climéaticos: um periodo chuvoso, de
Novembro a Maio, e um periodo seco, de Junho a Outubro (SOUZA-SILVA et al., 2014).

Além disso, a Fiocruz possui um Laboratorio de Pesquisas Avangadas em Rio Pardo,
gue é uma base permanente de trabalho de campo, facilitando o desenvolvimento da pesquisa

(Figura 14).

RUZ
PO Oswaida Crut

Contro 6 Perquns
Lrbnidas & Maria Deana

Figura 14. Laboratério de campo da Fiocruz/ILMD no assentamento rural
de Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas, Brasil. (Foto: Acervo
EDTA).

! Clima tropical (tipo Af) é um clima no qual a precipitacdo ocorre durante todo o ano. Devido ao aquecimento
intenso da superficie e a alta umidade, as maximas diarias sdo em cerca de 32° e a temperatura noturna é de 22°C.
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Figa 15. Ramal da Gusméo do assentamento rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonaé,

Brasil. (Foto: Acervo EDTA).

AT ORI

Figura 16. Ambiente desmatado e queimado para constru¢do de lavoura ou casas no ramal do

Principal do assentamento rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas, Brasil. (Foto: Acervo
EDTA).
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Figura 17. Caracteristicas dos ramais do assentamento rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas,‘ Brasil.
(A) Ramal do Samuel, ponto de coleta, (B) A mobilidade das pessoas € feita a pés ou por motos, (C) Ramal Principal,

ponto de coleta, (D) Ponto de coleta, mostrando a proximidade da casa em relacdo a floresta. (Foto: Acervo EDTA).
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5.2 Coleta de mosquitos

Foram feitas quatro excursdes para o assentamento rural de Rio Pardo. As coletas de
mosquitos foram realizadas durante os meses de junho, julho, novembro e dezembro de 2016.
Foram feitas duas coletas no periodo seco (junho e julho) e duas coletas no periodo chuvoso
(novembro e dezembro). A cada evento de excursdo as coletas foram feitas por cinco dias

consecutivos.

5.3 Distribuicao por estratificacdo vertical

Algumas espécies de mosquitos como Hg. janthinomys e Sa. chloropterus que séo
incriminadas como vetores de arbovirus sdo acrodendrofilos, sendo necessario a coleta no
dossel e solo das arvores. Para isso, foram construidas duas plataformas, uma no Ramal
Principal (S01°48°13.4” W060°18°44.3”) e outra no Ramal Maria Gusmao (S01°49°02.3”
W060°19°03.5”), em areas de floresta, a aproximadamente 12 m de altura (Figura 18a, c).

No dossel e base de arvore as coletas foram realizadas utilizando armadilhas luminosas
HP das 18:00 as 06:00, e por meio de atracdo humana protegida (Figura 18b, d), usando
aspiradores manuais e puca, das 06:00 as 08:00, 14:00 as 16:00 e 17:00 as 19:00. Em cada
plataforma, as coletas foram realizadas por uma pessoa no dossel e outra no solo,

simultaneamente.

52



Fira 8. (A) e (C) Foto das platform c usmao e aI Principal, respectivamente;
(B) Foto de uma armadilha luminosa HP; (D) Foto de método de coleta por atragdo humana protegida. (Foto:
Acervo EDTA).
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5.4 Distribuicao por estratificagio horizontal

Para avaliar a distribuicdo das espécies por estratificacdo horizontal foram realizadas
coletas nos seis ramais da comunidade rural de Rio Pardo: Ramal Taxista, Ramal Maria
Gusméao e Ramal Samuel, Ramal Principal, Ramal Novo Paraiso e Ramal Terra Preta. Em cada
ramal foram escolhidos dois locais separados por uma distancia superior a 300 metros, cada um
contendo os ambientes de peridomicilio, borda de floresta e floresta. Em cada ambiente foram
instaladas, simultaneamente, duas armadilhas luminosas HP, por cada noite, no periodo das
18:00 as 06:00.

Diariamente os mosquitos coletados foram transportados vivos até o laboratério de
campo, dentro de caixas de isopor adaptadas com papel toalha umedecido para manté-los vivos
até o momento da identificagdo taxondmica. Apds identificacdo, os mosquitos foram
transferidos para microtubos contendo 1 mL de RNAlater™ e armazenado em geladeira a 4° C

até o término da excursao.
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Figura 19. Ambientes de coletas das espécies de mosquitos por estratificagdo horizontal no Assentamento rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas, Brasil. (A)

Laboratdrio de campo da Fiocruz em Rio Pardo; (B), (C), (D) Armadilhas HP montadas no peridomicilio; (E) Floresta e (F) Borda de floresta. (Foto: Acervo EDTA).
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Figura 20. Dindmica das coletas de mosquitos nos ambientes de floresta e antropizados no Assentamento rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas, Brasil. (Foto: Acervo

EDTA). AH- Atracdo humana, HP - Armadilha luminosa HP.
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5.5 Identificacéo e conservagdo dos mosquitos coletados

Os mosquitos coletados foram identificados até o nivel de espécie, utilizando as chaves
dicotdmicas de LANE (1953), CONSOLI (1998), FORATTINI (2000) e SEGURA & CASTRO
(2007). Apds a identificacdo, os mosquitos foram agrupados em pools de 10 por espécie
(quando possivel), em microtubos contendo 1 mL de RNAlater™, devidamente etiquetados e
mantidos refrigerados a 4°C. Ao término da excursdo as amostras foram transportadas para o
Laboratdrio de Ecologia de Doencas Transmissiveis na Amazonia do Instituto Lednidas e Maria

Deane (ILMD/FIOCRUZ), e conservados a -80°C.

5.6 Extracgéo de acido ribonucleico (RNA)

Os mosquitos conservados em RNAlater ™ foram transferidos para microtubos contendo
1 mL de Reagente Trizol LS®. O RNA viral foi extraido pelo método do Reagente Trizol LS®,
seguindo as instrucBes do fabricante. Os pools foram macerados com auxilio de pistilos de
plastico, utilizando 5ul de MS2 como controle interno positivo e centrifugados a 12.000g por
10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um tubo limpo e o pellet resultante foi
descartado. Apds incubacdo de 5 minutos a temperatura entre 15 e 30°C, foi adicionado
cloroférmio e centrifugado a 12.000g por 15 minutos a 4°C. Ao término da centrifugacdo o
liquido no tubo dividiu-se em trés fases (fase inferior contendo fenol-cloroférmio, uma interfase
contendo o RNA e uma fase aquosa superior que consiste de proteina). A fase composta por
RNA foi transferida para um microtubo novo, e 0 RNA foi precipitado adicionando alcool
isopropilico, incubado por 10 minutos a 15-30°C e centrifugado a 12.000g por 10 minutos a

4°C. O pellet formado foi lavado com etanol 75% e centrifugado a 7.500g por 5 minutos a 4°C.
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O pellet resultante foi seco em temperatura ambiente, ressuspendido em agua DEPC e

armazenado a -80°C.

5.7 Deteccdo do MAYV e OROV por RT-gPCR

O RNA extraido foi submetido a um protocolo de RT-qPCR. Foi utilizado o kit
TagMan® Fast Virus 1-Step Master Mix (Applied Biosystems™). O protocolo da técnica foi
padronizado por NAVECA et al., (2017). O volume total da reacdo foi de 10 L, consistindo
de 2.5 pyL da TagMan, 0.1 pL da sonda MAYV [10um], 0.6 pL do primer para MAYV [5um],
0.1 pL da sonda ORQOV [10um] VIC, 0.6 pL do primer para OROV [5um], 0.1 pL da sonda

MS2 [10pum], 0.6 pL do primer MS2 [5um], 2.9 pL de H20 e 2.5 uL do RNA.

Tabela 1 Oligonucle6tidos usados neste estudo.

Oligo Sequéncias Start Stop
MAYV_FNF 5’ CACGGACMTTTTGCCTTCA 3’ 465 483
MAYV_FNR 5> AGACTGCCACCTCTGCTKGAG 3’ 524 504
MAYV_FNP 5’ (VIC) ACAGATCAGACATGCAGG 3’ 485 502
OROV_FNF 5> TCCGGAGGCAGCATATGTG 3’ 98 116
OROV_FNR 5 ACAACACCAGCATTGAGCACTT 3’ 160 139
OROV_FNP 5’ (FAM) CATTTGAAGCTAGATACGG 3’ 118 136
MS2_IC_FNF 5" GCGCAGAATCGCAAATACA 3’ 1494 1512
MS2_IC_FNR 5’ CAACAGTCTGGGTTGCCACTT 3’ 1554 1534
MS2_IC_FNP 5" (NED) ATCAAAGTCGAGGTGCC 3’ 1515 1531

Os nameros Start/Stop referem-se a posicao dos nucleotideos do segmento S do MAYV e OROV, e as sequéncias
do controle positivo interno MS2 sdo sequéncias disponiveis no GenBank (NC _003417.1, NC_005777.1 e
NC_001417.2).

A reacdo de amplificacdo foi realizada utilizando um termociclador QuantStudio® 5
(Applied Biosystems™) e consistiu dos seguintes passos: 5 minutos a 50° C para atividade da
enzima Transcriptase reversa, 20 segundos a 95° C para inativacdo da enzima Transcriptase

reversa e ativacdo da enzima DNA polimerase, seguido por 45 ciclos de amplificagdo de 3
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segundos a 95°C e 30 segundos a 60° C para o passo de hibridizacéo e extensdo. Os dados foram

analisados com a utilizaco do software QuantStudio™ Firmware v1.3.1.

5.8 Fatores de risco

Um questionario foi aplicado aos moradores dos 144 domicilios, onde 490 pessoas
foram entrevistadas e a avaliacdo do questionario foi dividida em dois grupos de fatores de

risco:

I. A nivel individual: idade, sexo e ocupac&o;

II. A nivel doméstico: tipo de casa, distancia da residéncia em relacdo a floresta e igarapé;
Saneamento basico em relacdo a presenca de banheiro interno ou externo; Eliminagéo
de residuos sélidos se foram eliminados dos arredores da familia, principalmente

enterrando/queimando;

5.9 Analises dos dados

A diversidade de especies foi calculada utilizando o indice de Shannon-Wiener (H’),
que é constituido pelo nimero e equitabilidade de espécies, e adicionalmente foi usado o indice
de Rényi que agrega os indices de Shannon-Wiener (H’) ¢ indice de Simpson (D).

A uniformidade da distribuicdo dos individuos entre as espécies foi calculada pelo
indice de equitabilidade de Pielou (J’) que permite representar a uniformidade da distribuigao
dos individuos entre as espécies existentes e para avaliar a semelhanca entre as espécies

coletadas nos ambientes foi calculado o indice de Similaridade de Jaccard (Cj) que compara
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qualitativamente a semelhanca entre espécies ao longo de um gradiente ambiental
(MAGURRAN, 2005).

Para andlise de riqueza foi considerado o nimero de espécies em cada ambiente,
calculada pela soma do numero de espécies coletadas. A abundancia foi considerada como o
numero total de mosquitos coletados em cada ambiente. Uma analise de variancia (ANOVA)
foi realizada para comparar 0 nimero de espécies coletadas de cada ambiente (peridomicilio,
borda florestal e floresta). Além disso, utilizamos uma Escala Dimensional Ndo Metrica
(NMDS) para representar a posicdo dessas comunidades em um espago multidimensional.

A taxa minima de infeccdo (TM) dos pools de mosquitos foi analisada conforme o
calculo proposto pelo CDC (Centers of Disease Control and Prevention) que é estimada pelo
numero total de pools positivos, dividido pelo nimero total de pools analisados x 1000. Os
resultados foram comparados com os dados disponiveis na literatura e os testes tiveram nivel
de confianca de 95%.

Foram utilizados os seguintes softwares para analises ecoldgicas: Microsoft Excel®

2013, RStudio®, DIVES 3.0 e PAST 3.0.

5.10 Consideragdes éticas

Para a coleta dos insetos o coordenador do projeto possui: Licenca permanente SISBIO:
N° 12186.

Questionario: CEP: O projeto: Arboviroses emergentes na Amazoénia: fatores de risco
de incidéncia de Alphavirus, com énfase em Mayaro, na fronteira agricola com namero CAAE

40108114.7.0000.5248.
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6. RESULTADOS

6.1 Abundancia geral de mosquitos

O esforco amostral totalizou 2.400 horas de coletas, sendo 480 horas de coletas por
atracdo humana protegida e 1.920 horas por coletas utilizando armadilhas HP.

Foram coletados 3.750 espécimes, distribuidos em duas subfamilias, Anophelinae e
Culicinae, 17 géneros e 46 espécies. Das subfamilias coletadas a Culicinae foi a que apresentou
maior numero de individuos (94,46%), enquanto que a Anophelinae representou somente
(5,54%).

No geral, os géneros mais abundantes foram Psorophora, com sete espécies e 1.230
mosquitos (32,6%), seguido por Culex, com quatro espécies e 889 mosquitos (23,5%) e
Ochlerotatus, com quatro espécies e 695 mosquitos (17,8%). Em contrapartida, 0os géneros
menos representativos foram Runchomya, com apenas um mosquito identificado até nivel de
género (0,03%) e Mansonia, com uma espécie e 03 mosquitos (0,08%). No geral, as espécies
mais abundantes foram Ps. ferox com 740 mosquitos (19,7%), seguida de Oc. serratus com
590 mosquitos (15,7%) e Ps. cingulata com 263 mosquitos (7%). O nimero de fémeas de Culex

do subgénero Melanoconion foi de 606 mosquitos (16,1%) (Tabela 2).

6.2 Estratificacao vertical: Plataforma Gusméo e Principal

A riqueza de espécies coletadas nas plataformas dos Ramais Maria Gusmao e Principal

correspondeu a 46 espécies distribuidas em 3.139 mosquitos (Tabela 2). Os géneros mais

abundantes foram Psorophora, com sete especies e 1.219 mosquitos (31,8%), seguido por
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Ochlerotatus, com quatro espécies e 675 mosquitos (21,5%). As espécies mais abundantes
foram Ps. ferox, com 740 mosquitos (23,5%) Oc. serratus com 576 (18,3%).

Em relacdo aos métodos de coleta, por armadilhas luminosas HP foram capturados 289
mosquitos, distribuidos em vinte e cinco espécies (indice de diversidade de Shannon-Wiener -
H’ = 1,86). Os géneros mais abundantes foram Culex com trés espécies e 131 mosquitos
(45,3%), seguido por Ochlerotatus com quatro espécies e 58 mosquitos (20%). As espécies
mais abundantes foram Oc. serratus, com 53 mosquitos (18,3%) e Cx. nigripalpus, com 32
mosquitos (11%).

Por atracdo humana protegida, foram coletados 2.850 mosquitos distribuidos em
quarenta e duas espécies (H* = 2,62). Os géneros mais abundantes foram Psorophora, com sete
espécies e 1.179 mosquitos (41,3%), seguido por Ochlerotatus, com quatro espécies e 617
mosquitos (21,6%). As espécies mais abundantes foram Ps. ferox, com 735 mosquitos (25,7%)
e Oc. serratus, com 523 mosquitos (18,3%). O teste de Mann-Whitney U demonstrou diferenca
estatisticamente significativa entre os dois métodos de coleta (p=<0,001).

No dossel foram coletados 681 mosquitos, distribuidos em 32 espécies (H’ = 2,86). Os
géneros mais abundantes coletados no dossel foram Psorophora com cinco espécies e 187
mosquitos (27,4%), seguido por Anopheles com 79 mosquitos (11,6%). As espécies mais
abundantes foram Ps. albipes com 103 mosquitos (15,1%), seguida por Ps. ferox com 70
mosquitos (10,2%) (Tabela 2).

No solo foram coletados 2.458 mosquitos, distribuidos em trinta e trés espécies (H’ =
2,53). Os géneros mais abundantes foram Psorophora com seis espécies e 1.031 mosquitos
(41,9%), seguido por Ochlerotatus com 633 mosquitos (25,7%). As espécies mais abundantes
foram Ps. ferox com 670 mosquitos (27,2%), seguido por Oc. serratus com 537 mosquitos

(21,8%) (Tabela 2).
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Em relacdo as coletas realizadas no solo por atracdo humana, foram capturados 2.289
mosquitos. As espéecies mais abundantes foram Ps. ferox com 665 mosquitos (29%), seguida
por Oc. serratus com 503 mosquitos (21,9%) e Ps. cingulata com 225 mosquitos (9,8%). No
dossel por atracdo humana foram coletados 561 mosquitos, as espécies mais abundantes foram
Ps. albipes com 103 mosquitos (18,3%), seguida por Ps. ferox com 70 mosquitos (12,4%) e

Anopheles mediopunctatus com 54 mosquitos (9,6%).
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Tabela 2. Espécies de mosquitos coletadas na plataforma Principal e Gusmao por armadilhas HP e atragdo humana no Assentamento rural de Rio Pardo, Presidente
Figueiredo, Amazonas durante os meses de junho, julho, novembro e dezembro de 2016.

Espécies Plataforma Principal e Gusméo

Aedes albopictus 2 0,09 1 0,18 0 0,00 0 0,00 3 0,10
Aedes fulvus 54 2,36 9 1,60 2 1,19 4 3,33 69 2,20
Aedes sp 5 0,22 0 0,00 0 0,00 0 0,00 5 0,16
Aedomyia squamipennis 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Anopheles oswaldoi 0 0,00 0 0,00 2 1,19 0 0,00 2 0,06
Anopheles eiseni 1 0,04 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 0,03
Anopheles mattogrossensis 1 0,04 0 0,00 0 0,00 7 5,83 8 0,25
Anopheles mediopunctatus 16 0,70 49 8,73 7 4,17 3 2,50 75 2,39
Anopheles nimbus 73 3,19 1 0,18 2 1,19 1 0,83 77 2,45
Anopheles nuneztovari 3 0,13 0 0,00 0 0,00 0 0,00 3 0,10
Anopheles peryassui 0 0,00 1 0,18 0 0,00 0 0,00 1 0,03
Anopheles rondoni 0 0,00 1 0,18 0 0,00 0 0,00 1 0,03
Anopheles squamifemur 0 0,00 1 0,18 0 0,00 0 0,00 1 0,03
Anopheles triannulatus 19 0,83 8 1,43 5 2,98 7 5,83 39 1,24
Chagasia sp 1 0,04 1 0,18 4 2,38 1 0,83 7 0,22
Coquillettidia venezuelensis 3 0,13 0 0,00 2 1,19 0 0,00 5 0,16
Coquillettidia arribalzagae 48 2,10 0 0,00 1 0,60 0 0,00 49 1,56
Coquillettidia lynchi 35 1,53 0 0,00 1 0,60 0 0,00 36 1,15
Coquillettidia nigricans 0 0,00 0 0,00 1 0,60 0 0,00 1 0,03
Culex (Melanoconium) sp 90 3,93 110 19,61 47 27,98 50 41,67 297 9,46
Culex coronator 0 0,00 0 0,00 2 1,19 0 0,00 2 0,06
Culex nigripalpus 12 0,52 2 0,36 17 10,12 15 12,50 46 1,47
Culex quinquefasciatus 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Haemagogus (Haemagogus) sp 0 0,00 7 1,25 0 0,00 0 0,00 7 0,22
Haemagogus janthinomys 8 0,35 35 6,24 0 0,00 0 0,00 43 1,37
Haemagogus tropicalis 1 0,04 27 4,81 0 0,00 0 0,00 28 0,89



Jhonbelkinia longipes 65 2,84 7 1,25 0 0,00 1 0,83 73 2,33
Limatus durhamii 8 0,35 0 0,00 0 0,00 2 1,67 10 0,32
Limatus pseudomesthysticus 70 3,06 1 0,18 0 0,00 0 0,00 71 2,26
Mansonia titillans 1 0,04 0 0,00 0 0,00 2 1,67 0,10
Ochlerotatus argyrothorax 7 0,31 1 0,18 0 0,00 0 0,00 0,25
Ochlerotatus fulvithorax 82 3,58 0 0,00 3 1,79 2 1,67 87 2,77
Ochlerotatus scapularis 4 0,17 0 0,00 0 0,00 0 0,00 4 0,13
Ochlerotatus serratus 503 21,97 20 3,57 34 20,24 19 15,83 576 18,35
Psorophora albipes 84 3,67 103 18,36 1 0,60 0 0,00 188 5,99
Psorophora ciliata 0 0,00 1 0,18 0 0,00 0 0,00 1 0,03
Psorophora cilipes 8 0,35 0,71 3 1,79 0 0,00 15 0,48
Psorophora cingulata 225 9,83 0,53 24 14,29 6 5,00 258 8,22
Psorophora dimidiata 14 0,61 0,00 0 0,00 0 0,00 14 0,45
Psorophora ferox 665 29,05 70 12,48 5 2,98 0 0,00 740 23,57
Psorophora saeva 2 0,09 0,00 1 0,60 0 0,00 3 0,10
Runchomyia sp 1 0,04 0,00 0 0,00 0 0,00 1 0,03
Sabethes chloropterus 0 0,00 20 3,57 0 0,00 0 0,00 20 0,64
Sabethes glaucodaemon 0 0,00 3 0,53 0 0,00 0 0,00 3 0,10
Sabethes albiprivus 2 0,09 32 5,70 0 0,00 0 0,00 34 1,08
Sabethes amazonicus 0 0,00 4 0,71 0 0,00 0 0,00 4 0,13
Sabethes belisarioi 0 0,00 9 1,60 0 0,00 0 0,00 0,29
Sabethes sp 0 0,00 13 2,32 0 0,00 0 0,00 13 0,41
Trichoprosopon digitatum 7 0,31 1 0,18 0 0,00 0 0,00 0,25
Trichoprosopon sp 2 0,09 2 0,36 0 0,00 0 0,00 4 0,13
Uranotaenia colosomata 0 0,00 1 0,18 0 0,00 0 0,00 0,03
Uranotaenia geometrica 0 0,00 0 0,00 1 0,60 0 0,00 1 0,03
Wyeomyia aporonoma 18 0,79 1 0,18 0 0,00 0 0,00 19 0,61
Wyeomyia sp 149 6,51 12 2,14 4 2,38 0 0,00 165 5,26
Total 2289 100 561 100 169 100,60 120 100,00 3139 100,00
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Nas coletas realizadas no solo por armadilhas luminosas HP foram capturados 169
mosquitos. As espécies mais abundantes foram Oc. serratus com 34 mosquitos (20,1%),
seguida por Ps. cingulata com 24 mosquitos (14,2%) e Cx. nigripalpus com 17 mosquitos
(10%). No dossel por armadilhas HP foram coletados 120 mosquitos, as espécies mais
abundantes foram Oc. serratus com 19 mosquitos (15,8%), seguida por Cx. nigripalpus com
15 mosquitos (12,5%) e Anopheles triannulatus com 7 mosquitos (5,8%).

A analise feita pelo indice de Rényi para as coletas realizadas no dossel e no solo nas
plataformas da Gusméo e Principal mostrou que a diversidade de espécies foi maior no dossel
(Figura 21). Para verificar a diferenca estatistica entre as coletas realizadas no dossel e solo
utilizou-se o teste PERMANOVA. Observou-se que nao houve diferenca estatisticamente

significativa na composicao de espécies entre dossel e solo (p=0,3333).
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Figura 21. Perfis de diversidade de Rényi em funcdo de diversidade de espécies, para as
coletas de mosquitos realizadas no dossel e solo no ambiente florestado, Assentamento
rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas 2016. Alfa (o) zero = log riqueza, 1

= indice de Shannon, 2 = indice de Simpson, Inf = indice de Berger Parker.
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Ao compararmos a riqueza de espécies nas coletas realizadas por armadilhas HP no solo
e dossel ndo observamos diferenca estatisticamente significativa (p=0,2342). No entanto, as
coletas realizadas por atracdo humana protegida no solo e dossel apresentaram diferenca

estatisticamente significativa (p=<0,0465).

Numero de espécies

T T T T T T T T T
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250

Numero de individuos

Q Solo Atracdo humana e Dossel Atracdo humana o Solo Armadilha HP Q Dossel Armadilha HP
Figura 22. Curvas de rarefagdo representando a riqueza acumulativa de espécies de mosquitos nas
plataformas do ramal Principal e Maria Gusmé&o no dossel e solo por armadilhas HP e atra¢do humana
no Assentamento rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas 2016. Intervalo de confianca de
95%.

Em relacdo as coletas realizadas nas plataformas do ramal Principal e Maria Gusméao, a
curva de rarefacdo nos mostra que a riqueza de espécies de mosquitos coletadas por armadilhas
HP no solo e dossel e por atracdo humana protegida no dossel poderia ser maior caso houvesse
mais coletas. Essa hipdtese ndo é sugerida quando olhamos a curva referente a coleta realizada
no solo por atragdo humana, onde é possivel observar uma estabilizacdo o que mostra que
independentemente do esfor¢co amostral, ou seja, se houvessem mais coletas, 0 numero de

espécies de mosquitos ndo mudaria significativamente (Figura 22).

67



6.3 Estratificacdo horizontal — Peridomicilio, borda de floresta e floresta

Por estratificacdo horizontal nos ambientes de peridomicilio, borda de floresta e floresta
foram coletados 611 mosquitos, e a riqueza correspondeu a treze espécies. No geral, 0s géneros
mais abundantes foram Culex com duas espécies e 544 mosquitos (89%), seguido por
Uranotaenia com 22 mosquitos (3,6%) e Ochlerotatus com 20 mosquitos (3,27%). As espécies
mais abundantes foram Cx. quinquefasciatus com 184 mosquitos (30,11%), seguido por Cx.
nigripalpus com 51 mosquitos (8,34%), Ur. colosomata com 22 mosquitos (3,60%) e Oc.
serratus com 14 mosquitos (2,29%) (Tabela 3).

No peridomicilio foram coletados 305 mosquitos, a riqueza correspondeu a sete
espécies. Os géneros mais abundantes foram Culex com 298 mosquitos (97,7%), seguido por
Aedomyia com 2 mosquitos (0,66%) e Ochlerotatus com 2 mosquitos (0,66%). As espécies
mais abundantes foram Cx. quinquefasciatus com 149 mosquitos (48,85%), seguido por Ae.
squamipennis com 2 mosquitos (0,66%) e Oc. fulvithorax com 2 (0,66%) (Tabela 3).

Na borda de floresta foram coletados 127 mosquitos e a riqueza correspondeu a 12
espécies. Os géneros mais abundantes foram Culex com 99 mosquitos (77,9%), seguido por
Ochlerotatus com 12 mosquitos (9,4%) e Psorophora com 08 mosquitos (6,2%). As espécies
mais abundantes foram Cx. quinquefasciatus com 29 mosquitos (22,8%), seguida por Cx.
nigripalpus com 16 mosquitos (12,60%) e Oc. serratus com 09 mosquitos (7,09%) (Tabela 3).

Na floresta foram coletados 179 mosquitos e a riqueza correspondeu a oito espécies. Os
géneros mais abundantes foram Culex com 147 mosquitos (82,1%), seguido por Uranotaenia
com 19 mosquitos (10,6%) e Ochlerotatus com 06 mosquitos (2,7%). As espécies mais
abundantes foram Cx. nigripalpus com 28 mosquitos (15,64%), seguida por Ur. geometrica

com 19 mosquitos (10,61%) e Oc. serratus com 05 mosquitos (2,79%) (Tabela 3).
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Usando o indice de diversidade de Shannon-Wiener (H’) obtivemos os seguintes
resultados: Peridomicilio (H* = 0,91), borda de floresta (H* =1,81) e floresta (H’ =1,23). A
diversidade encontrada ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa entre o0s
diferentes ambientes (ANOVA p= 0,6353).

Para calcular a uniformidade da distribuicdo dos individuos entre as espécies, foi
escolhido o indice de equitabilidade estimada pelo indice de Pielou (J’), mostrando que no
ambiente de borda de floresta (J’=1,56) a equitabilidade foi maior com relacao aos ambientes
de peridomicilio (J°’=1,01) e floresta (J’=1,23). O indice de similaridade de Jaccard (Cj) apontou
maior semelhanca entre as espécies capturadas nos ambientes de borda de floresta e floresta

(Cj=0,53).
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Tabela 3. Espécies de mosquitos coletadas em ambiente de peridomicilio, borda de floresta e floresta por armadilhas HP e nas plataformas do ramal Principal e Maria
Gusmao por atracdo humana e armadilhas HP no Assentamento rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas durante os meses de junho, julho, novembro e dezembro
de 2016.

Espécies
Plataformas Ambientes
G.P. % Peridomicilio % Borda % Floresta % Total %Total

Aedes albopictus 3 0,10 0 0,0 0 0,0 0 0,00 3 0,08
Aedes fulvus 69 2,20 0 0,0 0 0,0 0 0,00 69 1,84
Aedes sp 5 0,16 0 0,0 0 0,0 0 0,00 5 0,13
Aedomyia squamipennis 0 0,00 2 0,66 1 0,79 0 0,00 3 0,08
Anopheles oswaldoi 2 0,06 0 0,0 1 0,79 0 0,00 3 0,08
Anopheles eiseni 1 0,03 0 0,0 0 0,0 0 0,00 1 0,03
Anopheles mattogrossensis 8 0,25 0 0,0 0 0,0 0 0,00 8 0,21
Anopheles mediopunctatus 75 2,39 0 0,0 0 0,0 0 0,00 75 2,00
Anopheles nimbus 77 2,45 0 0,0 0 0,0 0 0,00 77 2,05
Anopheles nuneztovari 3 0,10 0 0,0 0 0,0 0 0,00 3 0,08
Anopheles peryassui 1 0,03 0 0,0 0 0,0 0 0,00 1 0,03
Anopheles rondoni 1 0,03 0 0,0 0 0,0 0 0,00 1 0,03
Anopheles squamifemur 1 0,03 0 0,0 0 0,0 0 0,00 1 0,03
Anopheles triannulatus 39 1,24 0 0,0 0 0,0 0 0,00 39 1,04
Chagasia sp 7 0,22 0 0,0 0 0,0 0 0,00 7 0,19
Coquillettidia venezuelensis 5 0,16 0 0,0 3 2,36 30 16,76 38 1,01
Coquillettidia arribalzagae 49 1,56 0 0,0 0 0,0 0 0,00 49 1,31
Coquillettidia lynchi 36 1,15 0 0,0 0 0,0 0 0,00 36 0,96
Coquillettidia nigricans 1 0,03 0 0,0 0 0,0 1 0,56 2 0,05
Culex (Melanoconium) sp 297 9,46 142 46,56 54 42,52 86 48,04 579 15,44
Culex coronator 2 0,06 0 0,0 0 0,0 0 0,00 2 0,05
Culex nigripalpus 46 1,47 7 2,3 16 12,6 28 15,64 97 2,59
Culex quinguefasciatus 0 0,00 149 48,85 29 22,83 6 3,35 184 491
Haemagogus (Haemagogus) sp 7 0,22 0 0,0 0 0,0 0 0,00 7 0,19

Haemagogus janthinomys 43 1,37 0 0,0 0 0,0 0 0,00 43 1,15



Haemagogus tropicalis 28 0,89 0 0,0 0 0,0 0 0,00 28 0,75
Jhonbelkinia longipes 73 2,33 0 0,0 0 0,0 0 0,00 73 1,95
Limatus durhamii 10 0,32 0 0,0 0 0,0 0 0,00 10 0,27
Limatus pseudomesthysticus 71 2,26 0 0,0 0 0,0 0 0,00 71 1,89
Mansonia titillans 3 0,10 0 0,0 0 0,0 0 0,00 3 0,08
Ochlerotatus argyrothorax 8 0,25 0 0,0 0 0,0 0 0,00 8 0,21
Ochlerotatus fulvithorax 87 2,77 2 0,66 1 0,79 1 0,56 91 2,43
Ochlerotatus scapularis 4 0,13 0 0,0 2 1,57 0 0,00 6 0,16
Ochlerotatus serratus 576 18,35 0 0,0 9 7,09 5 2,79 590 15,73
Psorophora albipes 188 5,99 1 0,33 4 3,15 1 0,56 194 5,17
Psorophora ciliata 1 0,03 0 0,0 0 0,0 0 0,00 1 0,03
Psorophora cilipes 15 0,48 0 0,0 0 0,0 0 0,00 15 0,40
Psorophora cingulata 258 8,22 1 0,33 4 3,15 0 0,00 263 7,01
Psorophora dimidiata 14 0,45 0 0,0 0 0,0 0 0,00 14 0,37
Psorophora ferox 740 23,57 0 0,0 0 0,0 0 0,00 740 19,73
Psorophora saeva 3 0,10 0 0,0 0 0,0 0 0,00 3 0,08
Runchomyia sp 1 0,03 0 0,0 0 0,0 0 0,00 1 0,03
Sabethes chloropterus 20 0,64 0 0,0 0 0,0 0 0,00 20 0,53
Sabethes glaucodaemon 3 0,10 0 0,0 0 0,0 0 0,00 3 0,08
Sabethes albiprivus 34 1,08 0 0,0 0 0,0 0 0,00 34 0,91
Sabethes amazonicus 4 0,13 0 0,0 0 0,0 0 0,00 4 0,11
Sabethes belisarioi 9 0,29 0 0,0 0 0,0 0 0,00 9 0,24
Sabethes sp 13 0,41 0 0,0 0 0,0 0 0,00 13 0,35
Trichoprosopon digitatum 8 0,25 0 0,0 0 0,0 0 0,00 8 0,21
Trichoprosopon sp 4 0,13 0 0,0 0 0,0 0 0,00 4 0,11
Uranotaenia colosomata 0,03 0 0,0 1 0,79 0 0,00 2 0,05
Uranotaenia geometrica 0,03 1 0,33 2 1,57 19 10,61 23 0,61
Wyeomyia aporonoma 19 0,61 0 0,0 0 0,0 0 0,00 19 0,51
Wyeomyia sp 165 5,26 0 0,0 0 0,0 2 1,12 167 4,45
Total 3139 100,0 305 100,0 127 100,0 179 100,0 3750 100,0

Borda = borda de floresta; sp = espécie, G = Gusmao, P = Principal

71



Corroborando com o Indice de diversidade de Shannon-Wiener (H’), o indice de Rényi
mostrou que o ambiente de borda de floresta apresentou maior diversidade, seguido por floresta
e peridomicilio. Os pontos mostram os valores para cada local, as linhas verdes tracejadas

mostram os valores extremos e a linha rosa a mediana (Figura 23).
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Figura 23. Diversidade de Rényi para os ambientes de floresta, borda de floresta e peridomicilio

amostrados por armadilhas luminosas HP no Assentamento rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo,
Amazonas 2016.

Para verificar a diferenca na composicdo de espécies entre 0os ambientes de
peridomicilio, borda de floresta e floresta foi utilizado o teste PERMANOVA. Nesse caso, ndo
foi observado diferenca estatistica entre os ambientes (p = 0,4598).

A representacdo grafica do escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS)
demonstra a diversidade das espécies de mosquitos nos ambientes estudados. A area rosa indica
a distribuicdo das espécies no ambiente de borda de floresta, area verde indica a distribui¢do no
ambiente de floresta e area azul a distribuicdo das espécies no ambiente de peridomicilio. O
NMDS mostrou que os ambientes de borda de floresta e floresta apresentam composicgéo de
espécies semelhante (Figura 24).

Algumas espécies de mosquitos como Oc. scapularis, An. oswaldoi e Ur. geometrica

foram encontradas exclusivamente no ambiente de borda de floresta, e Cqg. nigricans foi a Gnica
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espécie exclusiva para o ambiente de floresta. O ambiente de peridomicilio ndo apresentou

espeécies exclusivas.

Ambientes

Borda
Floresta
Peridomicilio

NMDS2

NMDS1
Figura 24. Escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) para os ambientes de peridomicilio,

borda de floresta e floresta amostrados por armadilhas luminosas HP no Assentamento rural de Rio

Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas em 2016.
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Figura 25. Curvas de rarefacdo para as espécies de mosquitos coletadas no Assentamento rural de
Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas em 2016 nos ambientes de peridomicilio e borda de

floresta e floresta. Intervalo de confianga de 95%.

Em relacdo as coletas realizadas nos ecotopos de peridomicilio, borda de floresta e

floresta, a curva de rarefacdo nos mostra que os ecotopos borda de floresta e floresta tendem
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ao crescimento, ou seja, quanto maior 0 numero de coletas provavelmente o nimero de

especies também aumentaria. O que ndo € observado no ecétopo de peridomicilio, onde a

curva tende a estabilizacdo, dessa forma concluimos que mesmo que fossem realizadas

outras coletas, o nimero de espécie seria relativamente 0 mesmo (Figura 25).

6.4 Fatores de risco

Foram entrevistadas 490 pessoas em 141 domicilios no assentamento rural de Rio Pardo,

Presidente Figueiredo, Amazonas, Brasil. Das 490 pessoas que participaram do estudo, 260

(53,06%) pertencem ao sexo masculino e 230 (46,94%) do sexo feminino.

Os individuos amostrados tinham entre 2 a 99 anos de idade, dos quais 82 individuos

(16,7%) estavam na faixa etaria de 0 a 10 anos, 103 (21,02%) estavam entre 11 a 20 anos, 55

(11,2%) entre 21 a 30 anos, 57 (11,6%) entre 31 a 40 anos, 65 (13,6%) entre 41 a 50 anos e 128

(25,1%) igual ou acima de 51 anos de idade (Tabela 4).

Tabela 4. Frequéncia de pessoas entrevistadas, por sexo e idade no assentamento rural de Rio Pardo, Presidente
Figueiredo, Amazonas, Brasil.

Numero de participantes

% Frequéncia

Grupo etério Homens  Mulheres  Total Homens  Mulheres Total
0-10 29 53 82 11,32 22,64 16,73
11-20 57 46 103 22,26 19,65 21,02
21-30 31 24 55 12,10 10,25 11,22
31-40 29 28 57 11,32 11,96 11,63
41-50 41 24 65 16,01 10,25 13,26
>51 60 59 128 26,95 25,21 26,12
Total 245 226 490 100,00 100,00 100,00

Em relacdo a ocupacéo, dos 490 individuos que participaram do estudo, 240 (41,6%)

declararam exercer atividade econémica através da agricultura sendo 130 (50%) do sexo

masculino e 74 (32,1%) do sexo feminino. Seguido por estudantes com 151 (30,8) individuos,
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sendo 74 (28,4%) do sexo masculino e 77 (33,4%) do sexo feminino. Em contrapartida, as
atividades econdémicas menos representativas foram a cacga/pesca e turismo com apenas 1

(0,3%) individuo cada (Tabela 5).

Tabela 5. Frequéncia de pessoas entrevistadas por ocupacao e sexo no assentamento rural de Rio Pardo, Presidente
Figueiredo, Amazonas, Brasil.

Ndmero de participantes % Frequéncia
Ocupacéo Homens Mulheres  Total Homens Mulheres  Total
Agricultura 130 74 204 50,0 32,1 41,6
Pecuaria 2 0,7 1,3 1,0
Domeéstica 0 0,0 1,3 0,6
Turismo 0 1 1 0,0 0,4 0,2
Caca/Pesca 1 0,3 0,0 0,2
Do lar 0 47 47 0,0 20,4 9,5
Estudante 74 77 151 28,4 33,4 30,8
Outros 32 17 49 12,3 7,3 10,0
N&o se aplica 21 8 29 8,0 34 59
Total 260 230 490 100,0 100,0 100,0

O destino dos residuos sdlidos foi avaliado nos 141 domicilios, deste 5 (3,5%)
declararam ter o lixo doméstico coletado, 124 (87,9%) declararam queimar o lixo na prépria
residéncia, 7 (4,9%) optam por enterrar, 1 (0,7%) jogam no terreno e 4 (2,8%) declararam outras

formas de eliminacdo do lixo (Tabela 6).
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Tabela 6. Frequéncia de casas avaliadas quanto a eliminacdo de
residuos sdlidos no assentamento rural de Rio Pardo, Presidente
Figueiredo, Amazonas, Brasil.

Numero de casas
(Frequéncia%)

Destino do lixo doméstico N %
Coletado 5 3,54
Queimado na propriedade 124 87,9
Enterrado 7 4,9
Jogado no terreno 1 0,7
Outros 4 2,8
Total 141 100%

Dos 141 domicilios visitados, 21 (15%) foram caracterizados como longe da floresta
(>0,5km) e 120 (85%) perto da floresta (<0,5km). Em relacdo a distancia de igarapé 51 (37%)
dos domicilios se enquadram na variavel longe de igarapé (>0,5km) e 90 (63%) perto de igarapé
(<0,5km). E com relacdo a distancia dos domicilios da roca, 27 (19%) foram caracterizados
como longe (>0,5km) e 63 (45%) como perto (<0,5km). E outros 51 (36%) dos domicilios ndo

possuem roca (Tabela 7).

Tabela 7. Frequéncia quanto a localizacdo das casas em relacéo a floresta,
igarapé e roga no assentamento rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo,
Amazonas, Brasil.

Variaveis NUmero de casas Frequéncia%
Em relacéo a floresta
Longe (>0,5km) 21 15%
Perto (<0,5km) 120 85%
Em relagdo ao igarapé
Longe (>0,5km) 51 37%
Perto (<0,5km) 90 63%
Em relacdo a roca
Longe (>0,5km) 27 19%
Perto (<0,5km) 63 45%
Né&o possui roga 51 36%
Total 141 100%
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Em relacdo as caracteristicas dos 141 domicilios visitados, 117 (82,9%) foram
construidas de madeira, seguida por construcGes em alvenaria 20 (14,1%). Além disso, apenas
06 (12%) domicilios possuiam telas nas janelas e portas da casa. Em relacdo a presenca de
cozinha 120 (86%) declararam possuir cozinha no ambiente interno e 21 (14%) no ambiente
externo. E os banheiros 74 (53%) possuem no ambiente interno e 67 (47%) no ambiente externo

(Tabela 8).

Tabela 8. Frequéncia de casas avaliadas quanto a eliminagdo de residuos sélidos no
assentamento rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas, Brasil.

Caracteristicas da casa NUmero de casas Frequéncia%
Tipo de casa

Madeira 117 83%

Alvenaria 20 15%

Taipa/pau a pique 0 0%

Palha 0 0%

Lona/plastico 0 0%

Outros 04 2%
Casa telada

Sim 06 12%

Néo 135 88%
Como dormem

Cama 87 62%

Rede 54 38%
Tipo de cozinha

Interna 120 86%

Externa 21 14%
Tipo de banheiro

Interno 74 53%

Externo 67 47%
Total 141 100%

6.5 Infec¢é@o natural de mosquitos por MAYV e OROV

Um total de 3.750 mosquitos fémeas foram agrupadas em 671 pools. Deste total, 532

(79,28%) pools foram provenientes de coletas realizadas nas plataformas Maria Gusméo e
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Principal e 139 (20,72%) pools provenientes de coletas feitas nos seis ramais do assentamento
rural de Rio Pardo por armadilhas HP nos ambientes de peridomicilio, borda de floresta e
floresta. Os maiores numeros de pools foram das espécies Oc. serratus (81), Ps. ferox (80) e
Ps. cingulata (41).

Dos 671 pools analisados por RT-gPCR, trés foram positivos para OROV e nenhuma
amostra foi positiva para 0 MAYV. As espécies de mosquitos positivas para OROV foram: Ps.
cingulata, um pool com 10 mosquitos coletados por atracdo humana protegida no solo da
plataforma Gusmaéo entre as 14:00-16:00 horas com Ct 35,32, seguido por Hg. tropicalis, um
pool com 03 mosquitos coletados por atracdo humana protegida no dossel da plataforma
Gusmao entre as 14:00-16:00 horas com Ct 36,18 e Oc. serratus, um pool com 10 mosquitos
coletados por atracdo humana protegida no solo da plataforma Gusméo entre as 17:00-19:00

horas com Ct 25,12 (Figura 26).
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Figura 26. Resultados da RT-qPCR para deteccdo do virus Mayaro e virus Oropouche em mosquitos

coletados no assentamento rural de Rio Pardo, Presidente Figueiredo, Amazonas, Brasil. (A) Pool de Hg.
tropicalis positivo para OROV (B) Pool de Ps. cingulata positivo para OROV; (C) Pool de Oc. serratus
positivo para OROV; (D) controles positivos para MS2, OROV e MAYYV. A linha de cor azul corresponde a

sonda ORQV, de cor laranja ao controle interno positivo MS2 e de cor roxa ao MAYV.
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A taxa minima de infeccao (TM) foi de 0,8%. As reacdes de RT-gPCR foram analisadas
pelos valores de Ct - Threshold Cycle sendo < 38 considerados positivos para MAYV e OROV.
Além disso, nés descrevemos aqui 0 primeiro registro na literatura de Ps. cingulata e Hg.
tropicalis infectadas com o OROV e o primeiro registro para 0 Amazonas de Oc. serratus

infectado naturalmente com OROV.

7. DISCUSSAO

7.1 Diversidade, riqueza e abundancia geral de culicideos

Neste estudo foram coletados 3.750 mosquitos, distruidos em 46 espécies, isso equivale
a 27% do registro de 175 espécies ja coletadas no estado do Amazonas (XAVIER & MATOS
1976). Aqui demonstramos uma fauna rica e diversificada quando comparado com os trabalhos
de JULIAO et al., (2010) que em métodos de coletas semelhantes coletaram 31 espécies de
mosquitos no estado de Ronddnia e FE et al., (2003) que em municipios da zona rural do Estado
do Amazonas coletaram 27 espécies de mosquitos.

No entanto, ao ser comparado com o trabalho de HUTCHINGS et al., (2011) em é&rea
de fragmento florestal dentro do Distrito Agropecuario da SUFRAMA a 80 km ao norte de
Manaus no Amazonas onde foram coletados 5,204 mosquitos, distribuidos em 145 espécies,

perecebe-se a riqueza de espécies de mosquitos pode ser ainda maior.

7.2 Diversidade, riqueza e abundéancia por estratificacéo horizontal

Por estratificagdo horizontal, foram coletados 611 mosquitos, distribuidos em treze

especies. Era esperado que a abundancia de mosquitos e a riqueza de espécies coletadas por
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estratificacdo horizontal utilizando armadilhas HP fosse maior no ambiente de floresta, porém
isso ndo foi observado nesse trabalho. A maior abundancia de mosquitos foi registrada no
peridomicilio com 305 mosquitos, e a maior riqueza foi na borda de floresta com oito espécies.
Dados semelhantes, para outras familias de vetores em Rio pardo como maruins (FARIAS,
2014) e flebotomineos (RAMOS et al., 2014) corroboraram esses dados quanto a riqueza desses
outros vetores.

Utilizando metodologia semelhante BARBOSA et al., (2008) coletaram 101 mosquitos
no peridomicilio na Comunidade de Sdo Jodo, no km 4 da BR-174 que liga Manaus a Boa Vista,
no entanto a maior riqueza de espécies foi observada na floresta com registro de 39 espécies.

Nesse trabalho é mostrado que algumas espécies de mosquitos com importancia médica
foram coletadas nos trés ecotopos. O numero de espécies foi distribuido uniformemente entre
0s ecotopos e o maior indice de diversidade de Shannon-Wiener (H”) foi observado no ecotopo
de borda de floresta (H’=1,81) em relagdao ao peridomicilio (H’=0,91) e floresta (H’=1,23).
Nossos achados corroboram com o trabalho de STEIGER et al., (2016) que reforcam a ideia de
mudanga de habitats dos mosquitos, que estdo cada vez mais presentes em ambientes
perturbados. A resposta para isso pode ser explicada pela disponibilidade de repasto sanguineo
e pelas caracteristicas ambientais tais como temperatura elevada, niveis altos de luz e pH que
podem acelerar o desenvolvimento das larvas e aumentar a longevidade dos mosquitos.

No geral, a maior abundéncia e diversidade foi do género Culex, o que esta de acordo
com estudo prévio realizado no Estado do Amazonas por HUTCHINGS et al., (2005). A espécie
mais abundante foi Cx. quinquefasciatus com 184 mosquitos, apresentando capacidade de
dispersdo nos trés ecotopos, porém, predominando no peridomicilio. Resultados semelhantes
foram observados por BARBOSA et al., (2008) em area rural no Estado do Amazonas onde Cx.

quinquefasciatus representou 52% dos 101 individuos coletados no peridomicilio. Esse
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resultado sustenta o que ja se conhece sobre o comportamento dessa espécie, que mostra habito
acentuadamente antropofilico.

Além disso, registramos oito espécies de mosquitos no ecotopo de peridomicilio e borda
de floresta com importancia médica incriminadas como vetores de arbovirus na regido
amazonica brasileira, as espécies foram: Cx. quinquefasciatus, Cx. nigripalpus, Oc. scapularis,

Oc. serratus, Cg. venezuelensis, Ps. albipes e Ps. cingulata.

7.3 Diversidade, riqueza e abundancia por estratificacéo vertical

Por estratificacdo vertical, foram coletados 3,139 mosquitos, distribuidos em 46
espécies, corroborando com o trabalho realizado por JULIAO et al., (2010) que utilizando
métodos de coletas semelhantes capturaram 10,649 mosquitos, distribuidos em 31 espécies no
Estado de Rondonia.

No geral, a maior abundancia no nosso estudo foi do género Psorophora com sete
espécies, distribuidas entre 1,219 mosquitos o que corrobora com estudos de ANJOS &
NAVARRO-SILVA (2008) que obtiveram dominancia do género Psorophora na éarea dos
Mananciais da Serra, Estado do Parana. A dominancia de mosquitos do género Psorophora que
sdo comuns em ambientes alterados sugerem alto grau de degradacdo ambiental (TEODORO
etal., 1994).

A importancia do registro da espécie Ps. ferox se da pelo seu potencial papel na
transmissao de diversos arbovirus como ja foi demonstrado por FORATTINI (1956) que a
descreveu como um potencial vetor de encefalite equina venezuelana, em seguida Groot et al.,
(1961) encontraram a espécie infectada com 0 MAYYV, e recentemente TURELL et al., (2005)

relataram isolamentos dos virus llhéus e virus Una em mosquitos coletados na bacia amazonica.
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A presenca de Ps. albipes pode representar um problema para populacdo em Rio Pardo,
tendo em vista que a espécie possui habitos diurnos e possui picadas dolorosas ocasionando
muito incomodo. Além disso, Ps. albipes € incriminada como vetor de virus Ilhéus e um
provavel vetor do virus da Encefalite Equina Oeste (NUNES et al., 2008).

Em relacdo as coletas realizadas no dossel com auxilio de plataformas, foram capturados
681 mosquitos, distribuidos em trinta e duas espécies, os resultados apresentados em nosso
estudo s&o mais robustos comparados com o trabalho de CANTUARIA (2015) que coletou 9
espécies de mosquitos no dossel em area verde no Estado de Macapa. Em relacéo as coletas
feitas no solo das plataformas, foram capturados 2,458 mosquitos, distribuidos em trinta e nove
espécies 0 que também demonstramos maior riqueza e abundancia do nosso trabalho
comparado com o trabalho de CANTUARIA (2015).

O registro de espécies de mosquitos com importancia medica que sdo incriminadas
como vetores de patdgenos ao homem foram coletadas no nosso trabalho, como por exemplo:
Cx. quinquefasciatus, Cx. nigripalpus, Ps. ferox, Ps. albipes, Oc. serratus, Ae. fulvus, Oc.
scapularis, Cqg. venezuelensis, Sa. albiprivus e Sa. chloropterus e Hg. janthinomys o que esta
de acordo com os trabalhos ecoldgicos publicados por outros autores (BARBOSA et al., 2008;
HUTCHINGS et al., 2016; HUTCHINGS; SALLUM; HUTCHINGS, 2011) que mostram que
essas espécies sdo encontradas com frequéncia na regido Amazénica Brasileira.

Algumas espécies acrodendrofilas no nosso trabalho também foram capturadas no solo,
como Sa. albiprivus e Hg. janthinomys o que esta de acordo com o trabalho de (HERVE et al.,
1986; OBARA et al., 2012) que sugerem que algumas espécies de mosquitos descem a nivel de
solo em busca de habitats aquaticos para depositar seus ovos ou alimentacdo sanguinea. A
presenca de Hg. janthinomys a nivel de solo pode aumentar o risco de transmissao de doencas
para a populacdo humana uma vez que em Rio Pardo muitos moradores frequentam as matas

para atividades de extracdo de madeira e caca.

82



Estudos sobre espécies de mosquitos silvestres que frequentam o alto das arvores
ganham importancia pelo fato de muitos patdgenos que causam doencas a0 homem estarem
presentes em ciclos enzodticos, tendo como hospedeiros, vertebrados que habitam
preferencialmente o dossel das florestas, como macacos e aves (GARNHAM et al., 1946).
Dessa forma, o homem pode invadir o ciclo de transmissdo e entrar em contato com um vetor
infectado.

A presenca de Cx. quinguefasciatus em todos ecOtopos pode ocasionar um risco a
populacdo humana pelo fato que a espécie possui importancia médica e é incriminada como
vetor do OROV e recentemente foi encontrada infectada com o MAYV e DENV no Estado do
Mato Grosso (SERRA et al., 2016). O registro de Cx. quinquefasciatus em todos os ecotopos
possivelmente se deve a auséncia de rede de abastecimento de agua e destinos de esgotos na
comunidade, promovendo a formacéo de criadouros em areas de peridomicilio.

Esses resultados sugerem que a circulagdo de importantes vetores de arbovirus
emergentes pode ser fortemente influenciada pelas transformacbes nos ambientes pelo
desmatamento, construcdo de estradas e criacdo de assentamentos. Assim, esses arbovirus
podem surgir em areas que sofreram alteracdes antrdpicas e alteram a caracteristica

socioecondmica da populacdo dessas areas.

7.4 Infeccédo natural de mosquitos por MAYV e OROV

Em nosso trabalho obtivemos uma taxa minima de infeccdo de 0,8% em 3.750
mosquitos, distribuidos em 671 pools. Pouco se conhece sobre infec¢do natural em mosquitos
por OROV e MAYYV. Alguns poucos autores relataram a infec¢do natural de mosquitos por
OROV, como foi mostrado por CARDOSO et al., (2015) que detectaram 0 OROV em pools de

mosquitos Cx. quinquefasciatus coletados na cidade de Cuiab4, Estado do Mato Grosso,
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encontrando taxa minima de infeccdo de 2,3%. Além de estudos de PINHEIRO et al., (1981)
que isolaram 0 ORQOV de pools de mosquitos Oc. serratus e Cq. venezuelensis e FIGUEIREDO
et al., (2013) que detectaram os 4 sorotipos do DENV em Ae. aegypti em Manaus.

Em nosso estudo, um pool com 10 mosquitos Oc. serratus foi positivo para OROV.
Apesar do seu papel epidemioldgico ser pouco conhecido, Oc. serratus ja foi encontrado
infectado com 0 ORQV e virus da encefalite Sdo Luis (VASCONCELOS et al., 1998). Nessa
dissertacdo é feito entdo o primeiro registro na literatura de Ps. cingulata e Hg. tropicalis
infectadas naturalmente com o OROV além do primeiro registro para o Estado do Amazonas
de Oc. serratus infectada naturalmente com o OROV. A importancia medica dessas trés
espécies ja é reconhecida, porém, com o registro de infeccdo natural por OROV deve-se reforcar
a necessidade de vigilancia epidemioldgica de infeccdo por Oropouche pelas autoridades de
salde.

Registramos a infeccdo de mosquitos com o OROV no ambiente de floresta, isso €
importante pois a populagédo tem contato direto e frequente com esse ambiente, aumentando o
risco de adquirir o virus, e desenvolver sindrome febril que nédo é de notificacdo compulséria.

Utilizando outros modelos de infeccéo natural, como Ae. aegypti e DENV, FOUQUE et
al., (2004) encontraram taxa minima de infeccdo de 0,36% em 2,755 mosquitos na Guiana
Francesa. KHIN & THAN (1983) obtiveram taxa minima de infeccéo de 0,48% e KOW et al.,
(2001) encontraram taxa minima de infeccdo 0,13% em Singapura.

N&o foram encontrados mosquitos infectados por MAYV. A infeccdo natural por
MAYV em mosquitos foi mostrado por SERRA et al.,, (2016) no Mato Grosso, onde
encontraram taxa minima de 1.39% em Cx. quinquefasciatus e 9.09% em Ae. aegypti. Apesar
de ndo ter se encontrado mosquitos infectados por MAYV ndo se descarta a hipotese de

circulacdo do virus na comunidade, sendo sustentada pelos altos niveis de soropositividade do
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MAYYV na populacdo do assentamento e nao exclui o risco de infeccdo pelo arbovirus (ABAD-

FRANCH et al., 2012).

7.5 Fatores de risco

A composicéo e a distribuicdo de espécies de mosquitos estd mudando constantemente,
como demonstrado por diversos autores (BAYOH; LINDSAY, 2003; STEIGER; RITCHIE;
LAURANCE, 2016; VITTOR et al., 2009). O uso inadequado da terra e as alteracdes na relacéo
vetor-hospedeiro é um fator de risco e pode favorecer o surgimento de doencas quando um
vetor € introduzido a um habitat diferente ou exposto a um novo hospedeiro (DASZAK;
CUNNINGHAM; HYATT, 2001).

Esse estudo avaliou os fatores de risco dos moradores do assentamento rural de Rio
Pardo a vetores de patdgenos. Os resultados indicaram que a maioria dos habitos da populacédo
enquadraram-se nos fatores de risco a diversos patdgenos que podem causar doengas em
humanos.

Dos 490 individuos que participaram do estudo, 240 (41,6%) declararam exercer
atividade econdmica através da agricultura. A atividade na agricultura exerce um papel
fundamental no contato entre 0 homem e o0s insetos, dessa forma o trabalhador fica mais exposto
a contrair diversas doencas como maldria, leishmaniose e arboviroses.

Com relagdo ao destino do lixo, 87,9% dos domicilios visitados queimam o lixo
doméstico no prdprio terreno. Esses resultados corroboram com o trabalho de BARBOSA et
al., (2008) que demonstraram associacao positivo sobre a presenca de lixo proximo das casas
com a abundancia de mosquitos em uma comunidade amazonica, isSo pode promover a
formagéo de criadouros peridomiciliares e consequentemente aumentar o risco de exposicédo a

vetores infectados.
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Ao analisarmos a frequéncia quanto a localizacdo das casas em relacdo a floresta,
igarapeé e roca, dos 141 domicilios (85%) foram construidos perto (<0,5km) da floresta. Esse
contato quase que direto com a floresta pode favorecer o aparecimento de insetos vetores na
residéncia e aumentar o grau de exposi¢do dos moradores.

Em relacdo a distancia dos domicilios do igarapé, 63% foram construidos perto
(<0,5km) de igarapeé. Esse talvez seja o fator de risco que mais preocupa, pelo fato de que os
pequenos igarapés podem funcionar como criadouros de larvas de mosquitos que quando
emergirem irdo em busca de alimentacdo sanguinea.

Dos 141 domicilios visitados, 117 (83%) foram construidos de madeira. O problema de
casas construidas de madeira sdo 0s espacos criados entre uma madeira e outra que sdo
suficientes para entrada de insetos que podem estar infectados com algum patdgeno infectante
ao homem. Além disso, 88% dos domicilios ndo possuiam telas nas portas e janelas das casas.

Banheiros e cozinhas externas podem atuar como fatores de risco, e em nosso estudo
86% dos domicilios possuem cozinha dentro de casa e 53% dos domicilios possuem banheiros
também dentro de casa, isso € importante, tendo em vista que as pessoas passam muito tempo
na cozinha ou no banheiro, e esse intervalo de tempo pode ser suficiente para o0s insetos vetores

entrarem em contato com o homem.

8. CONCLUSAO

e A diversidade e riqueza de mosquitos em ambientes de floresta e alterados sdo
semelhantes.

e Em Rio Pardo, ocorre a circulacdo de vetores de dossel no solo, vetores selvaticos em
ambientes domeésticos e vice e versa.

e Os mosquitos infectados com OROV no solo indicam que pode ocorrer transmisséo

peridomiciliar.
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e A abundancia de Oc. serratus e o registro de infeccdo natural por OROV pode indicar
que essa espécie é vetor de arbovirus no assentamento rural de Rio Pardo.
e A ndo deteccdo de infeccdo natural por MAYYV em mosquitos, ndo exclui a ocorréncia

de um ciclo peridomésticos da febre Mayaro em Rio Pardo.
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