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RESUMO

Palavras-chave: Dengue virus, epidemiologia, método de monitoramento,
Aedes.

O Dengue virus é o0 agente etiologico da dengue, a arbovirose mais
prevalente no mundo, sendo, anualmente, notificados cerca de 50 milhdes de
casos. Os mosquitos vetores da dengue pertencem ao género Aedes, sendo a
espécie Aedes aegypti, o principal vetor. Este trabalho busca o aprimoramento
de técnicas de deteccdo do genoma de Dengue virus em larvas e mosquitos
adultos a fim de otimizar os métodos de predicdo de epidemias que utilizam
armadilhas para captura do vetor. Neste trabalho, a presenca do genoma viral
em mosquitos e larvas foi analisada por RT-PCR. As larvas e mosquitos adultos
processados pertencem a um bairro da regional Noroeste de Belo Horizonte,
MG, que apresenta 0os maiores indices de prevaléncia de dengue nos ultimos
anos, em Belo Horizonte (36% do total de casos notificados até 2006). Para a
captura de ovos e mosquitos adultos foram utilizados quatro meétodos de
amostragem: Ovitrampa, BG-Trap®~, MosquiTRAP® e Aspirador de Nasci®. Dos
insetos coletados, 661 fémeas, 372 machos e 28808 larvas foram macerados e
submetidos a extracdo de RNA. A presenca do genoma viral foi detectada por
RT-PCR em 13,2% dos “pools” de larvas de Ae. Aegypti, em 16,6% dos pools
de machos da BG-Trap® e em 20% dos pools de machos do Aspirador de
Nasci. Para os pools de fémeas analisados, foi encontrada a presenca do
genoma viral numa percentagem de 14,3% para a BG-Trap® e 16,6% para a
MosquiTRAP. As técnicas moleculares utilizadas se mostraram eficientes,
sendo a presenca do genoma viral detectada em até 0,1 PFU. As armadilhas se
mostraram eficientes na captura do vetor, sendo a MosquiTRAPR mais eficiente
em coletas de fémeas gravidas, capazes de transmitir o virus. A metodologia é
eficiente e pode ser empregada em programas de monitoramento para controle

e prevencao da doenca.
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INTRODUCAO

1. FAMILIA Flaviviridae

O agente etioldgico da Febre do Dengue (FD), Dengue virus (DENV),
pertence a ordem Nidovirales e a familia Flaviviridae. O nome Flaviviridae (do
latim, flavus = amarelo) foi estabelecido por Westaway et al. (1985).

A familia Flaviviridae é composta por trés géneros: Hepacivirus, ao qual
pertencem os virus da hepatite C; Pestivirus, que inclui os causadores da
diarréia bovina; e Flavivirus, onde estdo agrupados o DENV e o virus da febre
amarela, entre outros (Comité Internacional de nomenclatura de virus - ICTV,
2006).

2. GENERO Flavivirus

Além do DENV, outros importantes patdgenos humanos, como o virus da
febre amarela (YFV), o virus da encefalite veiculada por carrapato (TBEV), o
virus da encefalite japonesa (JEV) e o virus do oeste do Nilo (WNV), pertencem
ao género Flavivirus. A maioria destes virus é transmitida por mosquitos ou
carrapatos infectados (revisado por Mukhopadhyay et al, 2005). Os virus deste
género sao de grande relevancia médica e veterinaria, e a importancia destes
como patdgenos humanos tende a aumentar cada vez mais, por causa de
fatores como a migracdo de passaros e também de fatores antrdpicos, como
urbanizacdo, mudancas no uso da terra e da agua e destinacdo do lixo
doméstico (Mackenzie et al., 2004).

Todos os Flavivirus possuem epitopos comuns ao grupo e estes estao
localizados na proteina do envelope, 0 que resulta em reagfes cruzadas em
testes soroldgicos. Isto € especialmente importante entre 0os quatro sorotipos de
DENV (revisado por Gubler, 1998). O DENV possui quatro sorotipos
antigenicamente distintos, denominados Dengue virus 1 (DENV-1), Dengue
virus 2 (DENV-2), Dengue virus 3 (DENV-3) e Dengue virus 4 (DENV-4).

Estudos filogenéticos mostram que o DENV-4 foi o primeiro a divergir,
seguido do DENV-2, e por ultimo, ocorreu a divergéncia entre o DENV-1 e
DENV-3 (revisado por Holmes & Twiddy, 2003; Weaver & Barret, 2004). N&ao
esta claro em qual regido geogréfica surgiu 0 DENV. A hipdtese mais aceita €
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que tais virus teriam surgido na Asia, devido a posicéo filogenética basal das
amostras silvestres encontradas neste continente (Wang et al., 2000). O DENV-
1 é classificado em dois genotipos, DENV-2 em cinco genotipos, DENV-3 em
quatro genotipos e o DENV-4 apresenta apenas um genotipo, com base na

sequéncia do gene do envelope (E) (Lanciotti et al, 1997).

3. PARTICULA VIRAL E GENOMA

A particula do DENV apresenta forma esférica e capsideo de simetria
icosaédrica, com diametro de 40 a 50 nm, contendo trés proteinas estruturais: a
proteina do nucleocapsideo C, a proteina M e a proteina glicosilada do
envelope E (revisado por Melino & Paci, 2007). A particula viral € composta de
6% de RNA, 66% de proteina, 9% de carboidratos e 17% de lipidios (Figura 1).
O DENV pode ser inativado por solventes organicos e detergentes (Leyssen et
al., 2000), e quando submetida a uma temperatura de 56°C durante 30 minutos
(Russel et al, 1980).

O genoma composto por RNA fita simples dos Flavivirus contém
aproximadamente 11.000 nucleotideos (nt), que possui uma janela aberta de
leitura ladeada por duas regides denominadas 5 e 3'UTRs (regido nao
traduzida), com 100 e 600 nt, respectivamente. A regido 5’ terminal do genoma
de Flavivirus apresenta uma estrutura “cap” tipo 1 (m7GpppAm) seguida por
uma sequéncia dinucleotideos conservada 5-AG-3'. A 3'UTR apresenta uma
estrutura de “stem-loop” muito conservada que €é necessaria para a
multiplicacéo viral (revisado por Alvarez et al., 2005; Zhou et al., 2007). O
genoma dos Flavivirus tem polaridade positiva, sendo traduzido em uma
poliproteina apds sua liberagdo no citoplasma. A poliproteina formada € clivada
em trés proteinas estruturais (E, prM e C) e em sete proteinas nao-estruturais
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (revisado por Aleshin et al.,
2007) (Figura 2).

12



Proteina M

Proteina €

Fita positiva de RN A

Figura 1: Esquema da particula viral de DENV
(Fonte: persono.wanadoo.fr./images/virusDengue malard.jpg).

13



ORF

5 UTR ™ 3 UTR
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Proteinas Estruturais Proteinas Nao -Estruturais
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Figura 2: Organizacédo do genoma RNA de DENV e esquema do processamento
proteolitico da poliproteina transcrita
(Fonte: revisado por Melino & Paci, 2007).
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Estudos de genética evolutiva dos virus do género Flavivirus sugerem
que a populacdo viral vem se diversificando devido a altas taxas de
recombinacdo ou simplesmente pelo aumento do numero de hospedeiros
humanos. Além disso, os virus com genoma RNA, que possuem RNA-
polimerase RNA dependente, sofrem mutacdes frequentes, em meédia, ocorre

um erro a cada ciclo de replicacdo do genoma (Holmes & Burch, 2000).

4. PROTEINAS VIRAIS

A proteina E (50 kDa) € o maior e mais importante antigeno da superficie
viral e parece desempenhar papel importante na adsorsdo e ligacdo a
receptores celulares. Essa proteina é o principal alvo de anticorpos
neutralizantes. Mutacdes na proteina E podem comprometer a patogénese viral
(Lindebach & Rice, 2001).

A proteina prM € um precursor glicosilado (26 KDa) da proteina estrutural
M (8KDa). PrM sofre uma clivagem tardia dando origem a proteina M e ao
fragmento N-terminal pr, que é secretado no meio extracelular. A proteina C do
virus € uma proteina pequena (12-14 kDa), altamente basica, que forma o
capsideo da particula viral dos Flavivirus (revisado por Melino & Paci, 2007).

A (glicoproteina NS1 (42-50 kDa) esta presente na superficie de
organelas membranosas, é expressa na superficie das células infectadas por
DENV e é também secretada na circulagdo como um multimero, sendo um
importante alvo dos anticorpos contra DENV. A colocalizacdo de NS1 com RNA
dupla fita nas células infectadas, e outras evidéncias, sugere que esta proteina
esteja envolvida na replicacdo do RNA de DENV (revisado por Chaturvedi et al.,
2006; revisado por Melino & Paci, 2007).

A proteina NS3 (69 kDa) € uma proteina multifuncional com um dominio
protease N-terminal (NS3pro), uma RNA trifosfatase, uma RNA helicase e um
dominio NTPase estimulado por RNA na regido C-terminal (revisado por Melino
& Paci, 2007).

A proteina NS5 (103 a 104 kDa) é uma proteina basica e a mais
conservada das proteinas dos Flavivirus. A NS5 esta envolvida na replicacdo de
RNA viral funcionando como uma RNA polimerase RNA-dependente (Batista et
al, 2001).
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Entre as regifes muito conservadas de NS1, NS3 e NS5 séo encontradas
regides hidrofobicas menos conservadas que dao origem a outras quatro
proteinas ndo estruturais NS2A, NS2B, NS4A, NS4B. Estas proteinas sao
pouco conservadas e estdo associadas a membrana da célula infectada
(Rice,1996).

5. MULTIPLICACAO VIRAL

Os virus do género Flavivirus infectam diferentes tipos de células em
humanos, como células dos sistemas imune e nervoso, figado, rim e pancreas
(revisado por Stein & Shi, 2008). Andlises de microscopia eletrdnica mostram
que a adsorcao do DENV é independente da temperatura, ocorrendo a 4°C ou
37°C, mas o processo de penetracdo ocorre somente a 37°C (Figura 3 - 1)
(Barth, 1992).

Apés interacdo com 0s receptores e outras moléculas na superficie da
célula, os virus sdo endocitados e transportados em vesiculas endossomais
(Figura 3 - 2). Estudos sugerem algumas proteinas de superficie celular, como
DC-SIGN (dendritic-cell-specific ICAM-grabbing non-integrin) com funcdo de
“attachment factor”; proteina regulada por glicose 78 (GRP78/BiP) e moléculas
associadas com CD-14 como receptores primarios para o DENV (Lozach et al.,
2005) (revisado por Mukhopadhyay et al., 2005).

As particulas virais sdo encontradas em vesiculas pré-lisossomais apoés a
penetracdo. Por um processo de fusdo de membrana, catalisado pela
acidificacdo da vesicula, ocorre a trimerizacao irreversivel da proteina E que
promove a fusdo do envelope viral com a membrana endossomal celular,
liberando o nucleocapsideo no citoplasma (Figura 3 - 3). Com a dissociagéo do
capsideo e do genoma, o RNA genbmico viral € liberado no citoplasma, aonde
irA se associar a ribossomos para dar inicio a traducdo da poliproteina viral
(Figura 3 —4, 5, 6) (revisado por Mukhopadhyay et al., 2005).

Apés a producgdo suficiente de proteinas virais (Figura 3 - 7), séo
formados os complexos de replicacdo do RNA e as fitas gendmicas RNA
positivas servem de molde para a producéo de fitas gendmicas RNA negativas,
que servirdo de molde para a producédo de mais fitas gendmicas RNA positivas
(Figura 3 - 4). Toda a sintese de RNA acontece em estreita associacdo a
estruturas de membrana do citoplasma. As fitas gendmicas RNA positivas
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geradas podem ser traduzidas ou empacotadas na particula viral. Apos a
producédo de altos niveis de proteinas e genomas virais, a particula € montada e
transportada através do complexo de Golgi para ser secretada da célula (Figura
3 —9-12) (revisado por Stein & Shi, 2008).

6. TRANSMISSAO DO Dengue virus

A transmissdo do DENV pelo mosquito Ae. aegypti, descrita
primeiramente por Bancroft em 1906, foi posteriormente comprovada por Siler et
al, 1926 e Simmons et al, 1931. O virus foi primeiramente isolado em
camundongos por Sabin e Schlesinger em 1944 (Sabin & Schlesinger, 1945).

Em areas tropicais, a transmissdo do DENV ocorre durante todo o ano.
Um aumento € percebido no periodo mais chuvoso, quando a temperatura é
maior. Estudos demonstraram que o aumento da temperatura diminui o periodo
de incubacao extrinseco (Watts et al, 1987). O periodo extrinseco de incubacao
se refere ao intervalo de tempo entre a multiplicacdo viral no mosquito até a
migracdo para a glandula salivar de onde € capaz de ser transmitido. Este
periodo varia de 8 a 12 dias (Service, 1992 in Mcbride and Bielefeldt-Ohamann,
2000). O mosquito Ae. aegypti esta adaptado a se reproduzir nos ambientes
domeésticos e peridomeésticos, utilizando-se de recipientes que armazenam agua
potavel e de recipientes descartaveis que acumulam &gua das chuvas,
comumente encontrados nos lixos das cidades (Camara et al., 2007).

O crescimento da populagcéo global, a urbanizagcdo nédo planejada e
descontrolada em paises tropicais em desenvolvimento, além da falta de
controle efetivo do mosquito em areas onde a FD é endémica, criaram
condi¢cbes ideais para a transmissao aumentada de doencas veiculadas por
mosquito em centros urbanos tropicais (Gubler & Trent, 1993). O crescimento
do transporte aéreo que permite o transito rapido de pessoas e mosquitos

infectados pelo virus para qualquer pais do mundo, também é considerado
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Figura 3: Diagrama do ciclo de multiplicagdo de DEN V em célula animal

(Fonte: Leyssen et al., 2000). 1 — Adsorcao da particula viral. 2 — Penetracao.
3 — Desnudamento do material genético viral. 4 — Liberacdo do genoma RNA
polaridade positiva para traducdo da poliproteina e replicacdo da fita RNA
positiva. 5 — Associacdo do RNA fita positiva aos ribossomos celulares. 6 —
Tradugcdo da poliproteina. 7 — Clivagem das proteinas estruturais e nao-
estruturais. 8 — Replicacdo do material genético viral. 9, 10 e 11 — Montagem da

particula viral. 12 — Liberagéo do virus maduro.
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fator relevante na transmissao do DENV (Gubler e Trent, 1993).

Estudos demonstraram que a densidade populacional do vetor e fatores
de exposicdo a fémea do mosquito infectada séo fatores importantes na taxa de
transmissdo do virus (llkal et al., 1991). Outro fator importante € o habito
alimentar descontinuo da fémea do mosquito Ae. aegypti, que possibilita a
transmissdo rapida do virus através da alimentacdo de sangue entre uma

postura e outra (Rice, 1996).

7. MULTIPLICACAO DE Dengue virus NO VETOR

O Ae. aegypti, o principal transmissor da FD e da Febre amarela em todo
o mundo, pertence a familia Culicidae, género Aedes. O mosquito foi importado
da Africa para a América e atualmente, é encontrado em todos os estados
brasileiros. As espécies do género Aedes possuem aparelho bucal picador,
medindo de 3 a 5 mm de comprimento, com térax, pernas e asas cobertas por
escamas de coloracdo escura com faixas brancas. O macho se distingue da
fémea porque tem as antenas mais plumosas (Funasa, 2001) (Figura 4).

O Ae. aegypti € um inseto holometabolo, ou seja, passa pelas fases de
ovo, larva (quatro estdgios = L1, L2, L3 e L4), pupa e adulto. Caracterizado
como um inseto de comportamento estritamente urbano € raro encontrar
amostras de seus ovos ou larvas em reservatorios de agua nas matas. Mesmo
assim, macho e fémea alimentam-se da seiva das plantas, presentes,
sobretudo, no interior das casas. Apenas a fémea pica 0 homem em busca de
sangue para maturar os ovos, alimentando-se mais de uma vez entre duas
oviposicbes sucessivas, especialmente quando perturbadas antes de estar
totalmente ingurgitada de sangue. Essa caracteristica aumenta a possibilidade
do mosquito ingerir e/ou transmitir o virus (Barata et al, 2001). Em média, cada
Ae. aegypti vive em torno de 30 dias e a fémea chega a colocar cerca de 500-
600 ovos durante sua vida. Ela é capaz de realizar inUmeras posturas no
decorrer de sua vida, armazenando 0s espermatozéides em suas espermatecas
(reservatdrios presentes dentro do aparelho reprodutor). Uma vez infectada pelo
DENV, a fémea torna-se vetor permanente da doenca e calcula-se que haja
uma probabilidade entre 30 e 40% de chances de suas crias ja nascerem

também infectadas (http://www.embu.sp.gov.br/noticias/exibir.php?id=529)
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Os criadouros utilizados pelas fémeas para a postura dos ovos sao
recipientes que contenham agua parada e limpa. Geralmente, pneus sem uso,
latas, garrafas, vasos de planta, caixas d’agua descobertas, piscinas sem uso,
dentre outros (Consoli & Oliveira, 1994).

Para que a transmissdo do virus ocorra, a fémea de Ae. aegypti deve
picar uma pessoa infectada, que esteja na fase de viremia, que varia
geralmente de 4 a 12 dias apds o contato com o virus (revisado por Gubler,
1998). Apds a ingestdo de sangue contaminado ha a infeccdo das células do
trato digestivo (Figura 5 — 1, 2). O virus escapa do epitélio digestivo para a
hemocele, entra na corrente hemolinfatica (Figura 5 - 3) e infecta as glandulas
salivares (Figura 5 — 4a, 4b), onde se multiplica e, posteriormente, é secretado
junto com a saliva (Figura 5 - 5) durante a picada da fémea. O trato genital pode
ser infectado e os virus podem penetrar nos ovos, no momento da oviposi¢cao
(Rosen, 1987) (Figura 5).

O mosquito pode ser infectado com mais de um sorotipo de DENV,
podendo ser transmitidos simultaneamente (Lam & Marchall, 1968). O Ae.
aegypti é considerado o mais importante vetor do Dengue virus, devido ao alto
namero populacional e a grande adaptabilidade ao ambiente domiciliar. A
relacdo virus/vetor pode ser um fator na selecdo e propagacdo de linhagens
patogénicas de DENV em area urbana (Gubler, 1988).

A existéncia de mosquitos machos infectados € explicada pela
transmissao transovariana, e as fémeas também podem ser infectadas através

de copula com machos infectados (Rosen, 1987).
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mosquitos machos de fémeas. A — Desenho esquematico de um mosquito
macho. B — Desenho esquemético de um mosquito fémea. Destaque as
caracteristicas que diferenciam machos de fémeas

(www.pbh.gov.br/smsa/bhdengue/imagens/naparede.jpq).
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Mesentério

Figura 5 — Diagrama esquematico da multiplicacdo do DENV no vetor. 1 —
Sangue de hospedeiro virémico no mesentério da fémea. 2 — Infec¢éo pelo virus
das células do mesentério. 3 — Entrada do virus na hemocele. 4a — Infeccéo
viral das glandulas salivares apos infectar outros orgaos e tecidos. 4b - Infeccéo
viral das glandulas salivares sem infeccao de outros 6rgaos e tecidos. 5 — Virus
secretado junto com a saliva, durante a picada da fémea (Lindebach & Rice,
2001).

22



8. MANIFESTACOES CLINICAS DA DENGUE

As infecgdes por DENV em humanos podem resultar em duas sindromes
bem definidas FD e Febre Hemorragica do Dengue/Sindrome de Choque do
dengue (FHD)/(SCD). As manifestacbes variam de reacdes brandas a
comprometimentos graves e/ou letais (Halstead, 2007).

A FD é caracterizada por uma febre subita e uma variedade de sinais e
sintomas inespecificos como dor de cabeca frontal e retro-orbital, dores no
corpo, mialgia, ndusea e vémito, fraqueza e erup¢do cutanea (Kalayanarooj et
al., 1997). Os pacientes podem ter anorexia, alteracdo da sensacao de gosto e
dor de garganta. Ocasionalmente, s&o descritos constipagdo, diarréia e
sintomas respiratorios (revisado por Gubler, 1998).

A febre pode durar de dois a sete dias, periodo que se correlaciona com
a deteccdo do virus no sangue, e pode ser interrompida por alguns dias,
voltando apés 12 a 24 horas (revisado por Gubler, 1998). Uma bradicardia
relativa pode ser notada apesar da febre. A conjuntiva pode ficar edemaciada e
a faringe inflamada. O aparecimento de leucopenia € comum. A erupcao
cutanea é variavel e acontece em até 50% dos pacientes, coincidente com a
febre desaparecendo um a dois dias depois. Uma segunda erupgao cutanea,
variando de escarlatiniforme para maculopapular, pode aparecer entre o 2° e 6°
dias da doenca e normalmente comeca no tronco e se expandindo para a face e
extremidades, podendo também aparecer petéquias que podem se espalhar ou
confluir (Monath & Heinz, 1996). Hemorragias do trato gastrointestinal e
hematuria podem ocorrer, porém sao mais raros. Uma trombocitopenia
(<100.000 trombécitos/mm? de sangue) é freqiientemente observada nos casos
clinicos (Huang et al., 2000).

A FHD se inicia de forma similar a FD, com subito acesso de febre e
varios sintomas ndo especificos. Porém, quando ocorre defervescéncia, o
paciente apresenta uma piora no quadro clinico. Alguns sinais como
resfriamento da pele e letargia comegam a aparecer (revisado por Mcbride &
Bielefeldt-Ohmann, 2000). Trombocitopenia e hemoconcentracdo sao
observados e servem como sinal de extravasamento plasmatico. A doenca pode
progredir para congestdo da pele, cianose ao redor da boca e pulso rapido e
fraco. Sintomas hemorragicos como sangramento na pele, na gengiva, no nariz,

hemorragia do trato gastrointestinal e hematdria sdo frequentemente
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observados. Uma terapia de reposicdo de liquido plasmatico € recomendada
guando o paciente apresenta este quadro, podendo evitar que o paciente venha
a Obito (revisado por Gubler, 1998).

A gravidade da FHD é classificada em quatro categorias de acordo com
sinais clinicos. Na categoria um (1) estdo classificados o0s casos que
apresentam febre acompanhada de sintomas ndo especificos, com teste do
torniquete positivo. Na categoria dois (2) estdo 0s casos que apresentam
sangramento espontaneo, usualmente gengiva, nariz e pele. Na categoria trés
(3) estdo os casos que apresentam falha circulatoria, com pulso rapido e fraco e
hipotensdo. Na categoria quatro (4) estdo os casos onde o paciente moribundo
apresenta pulso e pressao ndo detectaveis (revisado por Mcbride & Bielefeldt-
Ohmann, 2000).

As categorias 3 e 4 sdo denominadas SCD. Em todos 0s casos,
nenhuma alteragdo histopatolégica é observada nas células endoteliais,
sugerindo que as alteracdes vasculares observadas na FHD e SCD sé&o devidas
alteracdes funcionais ao invés de anatdomicas (revisado por Gubler, 1998). As
manifestacbes mais graves estdo associadas as areas onde circulam mais de
um sorotipo viral ou onde houve uma sequéncia de epidemias causadas por

diferentes sorotipos (Holmes & Burch, 2000).

9. PATOGENESE VIRAL

Mondcitos e macréfagos sédo considerados as células alvo na infecgéo
por DENV (Halstead, 1980). Estudos realizados com pacientes infectados com
DENV mostraram que a linhagem monocitico/macrofagica de 6rgéos linfoides,
pulm&o e figado estava infectada com DENV (revisado por Mcbride & Bielefeldt-
Ohmann, 2000). Lozach e colaboradores, 2005, apontam as células dendriticas
como as células alvo primérias na infeccdo por DV. Pesquisas recentes
detectaram a presenca de DV no endotélio vascular de tecidos de biopsia de
camundongos infectados com DV, que apresentaram hemorragia, indicando que
as células endoteliais também séo alvos de DV (Chen et al, 2007). As células da
linhagem monocitico/macrofagica podem agir como apresentadoras de antigeno
e secretar citocinas que participam da ativagdo das células T e producéo de
citocinas ativadoras de macrofagos (Braga et al, 2001).
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Algumas hipoteses foram levantadas para tentar explicar as
manifestagcbes mais graves na infeccdo por DENV. Uma das hip6teses admite
os fatores do hospedeiro como causa principal, e a outra hipétese admite os
fatores virais como mais importantes (revisado por Gubler, 1998).

A primeira hipétese teve indicios na Tailandia, nos anos 60. Em 85% das
criancas observadas com FHD, foram encontrados altos titulos de anticorpos
com reatividade cruzada entre os sorotipos, indicando infeccdo prévia
(Halstead, 1970). Em 1999, Watt e colaboradores encontraram quadro
semelhante em 60,5% dos pacientes estudados. Esta hipotese demonstra que
pacientes que experimentam uma segunda infeccdo com virus de sorotipo
diferente tém um risco significativamente mais alto para desenvolver FHD. Os
anticorpos preexistentes, devido a primeira infeccdo, reconhecem o virus de
sorotipo diferente e formam um complexo antigeno-anticorpo que ¢€
internalizado através de receptores de imunoglobulinas na membrana de
macrofagos, assim o virus nédo é neutralizado e pode se multiplicar. Esse
processo € conhecido como aumento dependente de anticorpo (ADE- antibody-
dependent-enhacement), pois aumenta a infeccdo e multiplicacdo do virus em
células da linhagem mononuclear (Brandt, 1982). Essas células produzem e
segregam mediadores vasoativos aumentando a permeabilidade vascular que
conduz a hipovolemia e choque. Altos niveis de citocinas e outros marcadores
de células T ativadas, como TNFa, IFNy, receptores sTNF, receptores slL-2,
células CD4 e IL-6, sustentam o papel das citocinas no aumento da
permeabilidade capilar (revisado por Solomon & Mallewa, 2001).

Nem todas as infeccbes secundarias levam a FHD/SCD e estas
sindromes podem ocorrer em uma infeccado primaria (revisado por Mcbride &
Bielefeldt-ohmann, 2000). Desta forma, ganha forca a segunda hipotese que da
maior importancia a fatores do virus. Esta hipétese sugere que fatores genéticos
determinam a existéncia de linhagens mais virulentas dentro do mesmo
sorotipo. A primeira epidemia de FHD em Cuba, em 1981, coincidiu com a
introducdo de um novo gendtipo do DENV-2, vindo do sudeste Asiatico
(revisado por Mcbride & Bielefeldt-Ohmann, 2000). Ensaios de competicdo em
células dendriticas humanas e células de mosquitos mostram que o0 gendtipo
asiatico do DENV-2 tem maior taxa de multiplicacéo e pode sobrepor o gendtipo

americano na populacéo (Cologna et al., 2005).
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Andlises genotipicas recentes identificam mutacbes associadas a
viruléncia. Essas mutagOes ocorrem em regides conhecidas por afetarem a
viruléncia “in vitro”. Um exemplo deste fato sdo mutagbes na regido 3'-UTR,
sequéncia fundamental para a replicacdo, traducdo e brotamento viral, que
estimula anticorpos neutralizantes e induz resposta imune celular (Holmes &
Burch, 2000). A variacdo e mudancas genéticas, como resultado de
pressfes seletivas, levam a expressdo de fendtipos de maior viruléncia
aumentando a gravidade da doenca e o potencial epidémico (Leitmeyer et al,

1999).

10.EPIDEMIOLOGIA

As infeccdes causadas pelo DENV colocam em risco 2,5 bilhdes de
pessoas que vivem nas regifes tropicais e subtropicais, nas pequenas e
grandes cidades. A Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) estima que cerca de
50-100 milhdes de pessoas se infectem, anualmente, em 100 paises de todos
0s continentes, com excecdo da Europa. Dessas pessoas pelo menos 20 mil
morrem da doenca (Funasa, 2001) (Halstead, 2007) (Figura 6).

A incidéncia mundial da FD vem aumentando desde a 2% Guerra, devido
a expansao das populacfes urbanas, a urbanizacdo desordenada, ao aumento
da densidade do Ae. aegypti, além do aumento dos viajantes via aérea e o
rapido deslocamento de pessoas virémicas (revisado por Gubler, 1998). Outros
determinantes para a disseminagéo da FD incluem a auséncia de infraestrutura
basica de saneamento, a coleta de lixo inadequada, o aumento da producao de
descartaveis, a insuficiéncia de recursos para programas de combate ao vetor e
0 surgimento de resisténcia dos mosquitos aos inseticidas (Funasa, 2001).

Epidemias de FD sao relatadas desde o século XVIII. A primeira
epidemia da doenca foi descrita em 1780, na Filadélfia, por Benjamim Rush.
Nas Américas, o primeiro relato ocorreu em Cuba, em 1786, e posteriormente
no Brasil, em 1846.

Durante as décadas de 50 e 60, através das medidas do programa de
erradicacao do vetor, coordenadas pela Organizacdo Pan Americana de Saude,
a maioria dos paises da América Central e do Sul erradicou o Ae. aegypti. No

entanto, com o término do programa de erradicacao no inicio dos anos 70, o Ae.
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aegypti reinfestou muitos destes paises e, ja no final dessa década, havia
recolonizado a regiao (Figura 7) (Rigau-Pérez et al., 1998; Gubler, 2002a).

Na década de 80, o ocidente experimentou epidemias de FD em paises sem
registro de dengue por muitas décadas. Novas linhagens de DENV e sorotipos
foram introduzidos: DENV-1 em 1977, uma nova linhagem de DENV-2 em 1981,
DENV-4 em 1981, e uma nova linhagem de DENV-3 em 1994 (Schatzmayr,
2000).

O primeiro relato de epidemia de FHD ocorreu em 1953 em Manila,
Filipinas, e logo se expandiu para outras regides e continentes acarretando
graves epidemias, especialmente nas ilhas do Sul do Pacifico e nas Américas
(Halstead, 1970; revisado por Gubler, 1998; Rigau-Pérez, 1998; Gubler, 2002b).
No inicio dos anos 80, surgiram epidemias de FHD e co-circulacdo de trés
sorotipos (DENV -1, 2 e 4) (Pan American Health Organization, 1994, revisado
por Guzman & Kouri, 2003). Em 1981, Cuba teve a primeira epidemia de FHD,
com mais de 300.000 casos de FD, incluindo 10.000 casos de FHD e 158
mortes. Ainda no mesmo ano, o DENV-4 aparece nas ilhas do Caribe, o qual se
expande para as Américas Central, do Sul e para o México nos anos
subseqguentes (Pinheiro & Corber, 1997, revisado por Guzman & Kouri, 2003).

Nos ultimos 20 anos, as epidemias de FD ressurgiram nos tropicos,
associada a expanséao do vetor e do virus. Cerca de 1 a 2 milhées de casos de
FD e FHD foram relatados pela OMS, em 1998, com 3442 mortes (Guzman &
Kouri, 2002). Durante 2002, os paises da América Latina relataram mais de 1
milh&o de casos de FD, com mais de 17.000 casos de FHD, incluindo 225

mortes (Nogueira et al., 2005).
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Figura 6: Mapa com a area dos paises com risco de i nfeccdo de dengue
em 2006, de acordo com a Organizagdo Mundial de Sau de
(http://gamapserver.who.int/mapLibrary/).
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TREWDE I Mcrobioogy

Figura 7 - Distribuicdo do Ae. aegypti nas Américas em: 1930, 1970 e 2001 .

Fonte: (Gubler, 2002a).
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11.DENGUE NO BRASIL

O Ae. aegypti foi introduzido no Brasil, no século XVI, com o trafico de
escravos. As campanhas para erradicacdo do Ae. aegypti comecaram em 1903,
com Oswaldo Cruz lutando contra a febre amarela (Franco, 1976). A partir de
1920, com a assisténcia técnica da Fundacdo Rockefeller, a erradicagéo foi feita
com sucesso (Franco, 1961). Relatos de epidemias de FD no Brasil datam do
inicio do século XIX, com menc¢ao de uma epidemia no Rio de Janeiro, em 1846
(Mariano, 1917). Epidemias de FD ocorreram também no nordeste e sudeste do
Brasil durante o século XIX (Ministério da Saude, 2000).

O reaparecimento do Ae. aegypti no Brasil esta intimamente relacionado
com o inicio das epidemias de FD. O primeiro sinal de reinfestacdo do mosquito
foi observado nos estados da Bahia e do Para, em 1967 (Figueiredo, 1996). O
ressurgimento da FD no Brasil se deu oficialmente em 1981-1982, quando foi
registrada uma primeira epidemia em Boa Vista (RR), onde foram isolados os
sorotipos 1 e 4 (revisado por Gubler, 1998; Osanai et al., 1983). Na mesma
década, em 1986, foi confirmado o primeiro caso de FD no Rio de Janeiro
causado por virus do sorotipo 1 (Schatzmayr et al., 1986), e quatro anos mais
tarde foram confirmados casos de infec¢do por virus do sorotipo 2, ha mesma
area. Logo apos, o sorotipo 2 apareceu em Fortaleza e no sul da Bahia (Barth
et al., 1996). Deste ano até 1999, mais de um milhdo de casos de dengue foram
notificados de acordo com o Ministério da Saude, sendo que, no ano de 1999,
estes foram mais de 215.000. Os sorotipos 1 e 2 foram isolados durante essas
epidemias (Figueiredo, 1996).

Nos ultimos 20 anos, o Brasil sofreu varias epidemias de dengue. O virus
e 0 vetor se disseminaram no pais e epidemias ocorreram em todas as regifes
incluindo as regibes mais populosas do pais (Figueiredo et al., 1997). A
incidéncia da Dengue no Brasil teve um crescimento significativo na década de
noventa, atingindo o nivel mais elevado em 1998, quando foram oficialmente
registrados cerca de 530 mil casos. Houve uma reducédo acentuada em 1999,
com 210 mil casos, e um pequeno crescimento em 2000, quando foram
notificados 240 mil casos (Funasa, 2004).

Em 2002, o numero de mortes causadas pela FHD excedeu o niumero de

mortes por maléria, pela primeira vez no Brasil. Durante este ano foi registrada
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a maior epidemia na regido metropolitana do Rio de Janeiro, com 250.000
casos de FD (Siqueira et al., 2005).

A FD, em Minas Gerais, ocorre em diferentes areas geograficas e em
regides socio-econdmicas diferenciadas. No ano de 2002, foram confirmados 81
casos de dengue, 49 autdctones e 32 importados e 14 destes tiveram o DENV-3
como agente etioldgico (SMS, 2002, dados nao publicados).

Em marcgo de 1996, foram registrados pela primeira vez casos autéctones
de FD em Belo Horizonte. Entre 1996 e 2001 foram notificados a vigilancia
epidemioldgica 105.603 casos suspeitos de dengue, sendo 95.819 (90,7%)
confirmados (Correa et al., 2005).

Segundo a Funasa, em 1998, ocorreu em Belo Horizonte uma das
epidemias de maior magnitude ja registradas em grandes centros urbanos do
Brasil, com taxa de incidéncia anual de 4,1%, correspondendo a 88.900 casos
de FD notificados nos paises do continente americano naquele ano e a 58,8%
dos casos do Estado de Minas Gerais. No ano de 2002, foram notificados
10.940 casos suspeitos de FD em Belo Horizonte, sendo 4.030 confirmados,
com ocorréncia de 53 casos de FHD. Em 2003, ocorreram 3.756 notificacdes,
sendo 1.548 confirmados, com 53 casos de FHD. Em 2005 foram confirmados
624 casos de dengue e o Distrito sanitario Noroeste teve o maior nimero de
casos (114) (Secretaria Estadual de Saude e Secretaria Municipal de Saude)

A Regional Noroeste de Belo Horizonte é a area de maior concentracéo
de casos de Dengue em Belo Horizonte desde 1998 e apresenta altos indices
de infestacéo vetorial de acordo com dados da Secretaria Municipal de Saude.
Limita-se com o municipio de Contagem, e com as regibes da Pampulha,
Nordeste e Centro-Sul. Compreende uma area de 37,63 Km?, e uma populacéo
de 331.763 habitantes (censo 2000), considerada grande para essa extensao
(www.pbh.gov.br/smsa) (Figura 8).
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Figura 8 - Casos de dengue notificados nas regionai
Minas Gerais, entre o ano de 2002 e julho de 2006.
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12.IDENTIFICACAO DO VIRUS

A deteccao dos virus em mosquitos é geralmente feita através de testes
de imunofluorescéncia direta (IFD) de tecidos do mosquito como cérebro e
glandula salivar (Guzman & Kouri, 1996). O diagnostico molecular,
especialmente a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tornou-se importante
no diagnostico de DENV. Varias técnicas de extragdo de RNA tém sido
avaliadas de forma a permitir a efichcia deste teste (De Paula et al., 2001).
Através da PCR, o material genético e os virus podem ser detectados
diretamente no soro do paciente, no meio de cultura de células de mosquito
infectadas e em larvas trituradas (Chan et al, 1994; Urdaneta et al., 2005).

A PCR usando transcriptase reversa (RT-PCR) foi desenvolvida para
estudo de varios virus RNA e tem revolucionado os diagndsticos de laboratorio.
No caso de DENV, a RT-PCR permite uma identificacdo sorotipo-especifico
rapida (revisado por Gubler, 1998). O método é sensivel e reprodutivel. Pode
ser usado para detectar RNA viral em amostras clinicas, tecidos de autdpsia,
mosquitos e larvas. Foram desenvolvidos varios meétodos que utilizam
oligonucleotideos iniciadores de regides diferentes do genoma viral, como por
exemplo, nos genes que codificam para as proteinas E, NS1 e NSb5.
Oligonucleotideos iniciadores consenso localizados nos genes C e prM foram
desenhados para amplificar um produto de 511pb através de RT-PCR seguido
de PCR “Nested” usando iniciadores especificos para cada sorotipo especifico
(Lanciotti, 1992).

Apesar das vantagens da técnica de RT-PCR para a identificacdo de
DENV, ela ndo deve ser usada como um substituto para o isolamento de virus
em cultivo de células. Os isolados sdo importantes para caracterizar diferencas
entre linhagens (Lanciotti, 1992).

13.VIGILANCIA ENTOMOLOGICA DA DENGUE

De acordo com a Fundacgédo Nacional de Saude (Funasa), varias medidas
de infestacdo podem ser empregadas para avaliar os riscos de transmissao do
dengue. Os indices mais utilizados séo: (i) predial - relacdo (%) entre o numero
de iméveis positivos onde foram encontradas larvas e/ou pupas da espécie do

vetor; (ii) de recipiente - relacdo (%) entre o nUmero de recipientes com agua
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positivos e 0 numero de recipientes pesquisados com agua; e (iii) de Bretau —
relacdo entre o numero de recipientes positivos € 0 ndmero de imoéveis
pesquisados, corrigido de forma que o resultado obtido diga respeito a 100
imoveis. Todos esses indices sdo estimativas, baseadas na populacéo larval e
nao refletindo, necessariamente, o tamanho da popula¢do adulta dos mosquitos
transmissores. Por essa razdo, a Funasa orienta no sentido de que os trés
indices sejam utilizados paralelamente, de modo a oferecer uma avaliacdo mais
segura dos riscos de transmissao (Brasil, 1996).

O controle e a erradicacdo da dengue representam grandes desafios. A
adocdo de medidas de vigilancia entomoldgica, epidemiolégica, e de combate
ao vetor envolvem uma enorme gama de recursos, altos custos e inumeras
dificuldades operacionais. Além disso, ndo existem muitas armas a disposi¢cao
das autoridades em saude para enfrentar essa doenca. A mais efetiva ainda é o
combate direto ao vetor por meio de métodos quimicos, fisicos e/ou biolégicos
(Donalisio, 1999; Teixeira et al., 1999). Contudo, 0 uso constante de inseticidas
nas epidemias de dengue, o procedimento mais comum de combate ao vetor,
além de contraditério, tem se mostrado incapaz de reduzir as populagdes dos
mosquitos em niveis que impecam a transmissédo do DENV.

No Brasil, o monitoramento do Ae. aegypti € feito por meio da pesquisa
larvaria (Funasa, 2002), método pouco sensivel que é realizado de 3-4
vezes/ano, utilizando muita mao-de-obra em campo e em laboratério. Além
disso, este método fornece indices de risco de dengue néo confiaveis (revisado
por Focks, 2003).

Armadilhas de oviposicdo (ovitrampa) iscadas com infusbes de
gramineas sdo mais sensiveis do que a pesquisa larvaria (Braga et al. 2000).
Este método também exige méo-de-obra em laboratorio e permite quantificar
apenas 0 numero de ovos depositados, dificultando estimar a densidade
populacional do vetor em uma determinada area (Gomes, 1998). O aspirador
costal tem sido usado para captura de adultos de Ae. aegypti, em repouso, em
areas intra e peridomiciliares, necessitando grande contingente de recursos
humanos (Clark et al., 1994).

A MosquiTRAP® (Eiras, 2002) é um novo modelo de armadilha
desenvolvido pelo Laboratério de Ecologia Quimica de Insetos Vetores de
Insetos Vetopres/UFMG e patenteado pela Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). Esta armadilha utiliza atraente de oviposicdo sintético,
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identificado a partir de volateis de infusdes de gramineas (Eiras et al., 2001),
permitindo a captura de fémeas gravidas de Ae. aegypti e Ae. albopictus. Testes
de campo, realizados no municipio de Pedro Leopoldo (MG), comprovaram que
a MosquiTRAP apresenta uma eficacia e sensibilidade semelhante a armadilha
de oviposicdo, porém com as vantagens de ndo usar mao-de-obra em
laboratorio e agilidade nas operacdes de campo (Eiras et al., 2003).

A BG-Trap®® é uma armadilha nova que foi desenvolvida pela
Universidade de Regensburg (Alemanha) (Geier & Eiras, 2003) em colaboracéo
com o Laboratorio de Ecologia Quimica de Insetos Vetores. Esta armadilha
utiliza o odor humano sintético (Eiras & Geier, 2002) como atraente para
capturar adultos de Ae. aegypti e Ae. albopictus quando procuram o homem
para o repasto sanguineo. Em testes de laboratorio a BG-Trap® capturou 90%
de fémeas de Ae. aegypti em apenas 10 minutos (Geier & Eiras, 2003), porém,
o desempenho desta armadilha ainda ndo foi avaliado como um método de
amostragem para 0 monitoramento de Ae. aegypti.

A empresa de biotecnologia Ecovec Ltda desenvolveu um sistema
informatizado, desde a coleta de dados nas vistorias da MosquiTRAP no campo
(através de dispositivos de computacdo mével) até a criagdo de um software
para processamento das informacdes e geracdo de mapas teméaticos tipo
Sistema de Informacdes Georreferenciadas (SIG). O sistema completo,
integrando o uso de MosquiTRAP e Atraedes, mais dispositivo de computacao
movel, software de processamento e mapas teméticos (SIG), constituiram o
Monitoramento Inteligente Ecovec (MI-Ecovec).
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JUSTIFICATIVA

A FD e, particularmente a sua manifestagdo mais grave, a FHD, estdo
entre as doencas infecciosas mais importantes sob o ponto de vista da saude
publica, podendo ser considerada a mais significativa arbovirose (OMS, 2001).
Até o momento, ndo ha vacina ou uma terapia especifica para FD e FHD. A pré-
existéncia de anticorpos heterotipicos para dengue é um fator de risco para a
FHD, desta forma, uma vacina efetiva deve ser tetravalente e prevenir a
infeccdo contra os quatro sorotipos de DENV (Chaturvedi et al.,, 2005). A
situacdo atual da dengue no Brasil e no mundo é grave e, atualmente, a Unica
medida disponivel para interromper a cadeia de transmissdo do DENV € o
combate ao vetor (Gluber, 1989; OMS, 2001).

Diante das dificuldades encontradas na luta anti-Aedes, a utilizagdo de um
sistema de vigilancia ativa do dengue para detectar precocemente a ocorréncia
de epidemias, possibilitaria por em pratica medidas de controle imediatas com o
objetivo de reduzir a incidéncia e, desta forma, o risco de ocorréncia da FD,
FHD e SCD. Para tal, faz-se necessario o aprimoramento dos atuais indices
entomoldgicos e o desenvolvimento de indicadores mais sensiveis e confiaveis
gue possam refletir melhor a transmissao do virus e subsidiar programas de
controle e de monitoramento do Ae. aegypti (Focks, 2003; Siqueira et al., 2005).

Devido a necessidade de desenvolver novos métodos para estimar,
monitorar e correlacionar os niveis populacionais dos mosquitos vetores com a
transmissdo de DENV em 4&reas urbanas, a incorporacdo dos métodos
utilizados neste trabalho nos programas de combate aos vetores levara ao
aprimoramento da vigilancia epidemiolégica e do controle da FD e suas

complicagodes.
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OBJETIVOS

1. OBJETIVO GERAL

Monitorar a circulacdo do DENV em mosquitos adultos capturados em
armadilhas e comparar com os casos de dengue notificados na area estudada,
visando avaliar sua capacidade de atuar como preditor de ocorréncia de casos

humanos.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Otimizar testes de deteccdo molecular do genoma de DENV,
associando estas ferramentas aos novos meétodos de captura de larvas e
mosquitos adultos vetores de DENV, no municipio de Belo Horizonte, MG;

- Verificar a distribuicdo geogréfica de sorotipos de DENV em Belo
Horizonte, MG;

- Determinar o genoétipo de DENV infectando mosquitos e larvas

coletados no municipio de Belo Horizonte, MG.
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MATERIAL E METODOS

1. INSTALACAO DOS METODOS DE AMOSTRAGEM

Na regional Noroeste, foi escolhido o bairro Serrano, que faz divisa com o
municipio de Contagem (Figura 9), no qual foram selecionados 90 quarteirdes
para instalagdo dos métodos de amostragem da populagdo de mosquitos. Os 90
quarteirdes foram divididos em trés grupos de 30 quarteirbes, que foram usados
ciclicamente, a cada semana. Em cada quarteirdo foram instalados os quatro
métodos de amostragem distintos em pontos equidistantes, totalizando 120
equipamentos (Figura 10). O periodo de coleta de mosquitos e larvas totalizou
33 semanas epidemiolégicas. As coletas tiveram inicio na semana
epidemioldgica 41 (outubro de 2005) e término na semana epidemioldgica 21
(maio de 2006).

As ovitrampas (Figura 11-A) foram colocadas no peridomicilio em é&rea
sombreada e coberta, fora do alcance de animais, com altura maxima de 1,5 m.
Semanalmente, as ovitrampas foram inspecionadas, as palhetas recolhidas e
enviadas ao Laboratério de Ecologia Quimica de Insetos Vetores (ICB/UFMG)
onde foi feita a contagem dos ovos. Estes foram colocados para eclodir e a
identificacdo foi feita a partir das larvas vivas de terceiro e quarto estadios. As
larvas foram encaminhadas para o Laboratorio de Virologia (ICB/UFMG) para
extracdo de RNA e realizacdo de RT-PCR.

As BG-Trap®s (Figura 11-C) foram instaladas, semanalmente, nos
imoveis selecionados onde permaneciam ligadas em baterias de 12 volts por 24
horas. Apos este periodo, foram desarmadas e 0s sacos coletores de insetos
encaminhados, no mesmo dia, para o Laboratorio de Ecologia Quimica de
Insetos Vetores (ICB/UFMG).

O Aspirador de Nasci (Figura 11-D) foi utilizado, semanalmente, nos 30
imoveis selecionados, sempre por 15 minutos em cada imoével, incluindo peri e
intradomicilio. Os insetos coletados foram enviados para o Laboratério de
Ecologia Quimica de Insetos Vetores (ICB/UFMG).

As MosquiTRAPs (Figura 11-B) permaneceram instaladas nos imoveis
selecionados pelo periodo de uma semana, nos mesmos moldes das
ovitrampas. Durante as vistorias, no momento da inspecdo, os culicideos

aderidos ao cartdo adesivo foram retirados, identificados e o0s resultados
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transferidos para o sistema de computacdo movel (Palm). Mensalmente, os
cartbes e os atraentes eram substituidos. Todas as vistorias foram assinaladas
nos “Palms” e os dados foram sincronizados ao computador do Laboratério de
Ecologia Quimica de Insetos Vetores e enviados para a Ecovec. Os resultados
foram repassados, semanalmente, para a Geréncia de Controle de Zoonoses e
para a equipe do Centro de Saude Serrano.

Os espécimes de Aedes capturados foram mantidos em congelador por
até no maximo 24 horas e entdo encaminhados para o Laboratorio de Virologia
(ICB/UFMG) para extracdo de RNA e PCR. Apenas os abdomens das fémeas
ficaram no Laboratdrio de Ecologia Quimica de Insetos Vetores para estudos da
biologia desses insetos.
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Figura 9 — Area de coleta de ovos e mosquitos de Aedes no Bairro
Serrano, Belo Horizonte (MG). No mapa da area trabalhada, estdo marcados
em cores distintas (rosa, salmdo e amarelo), os conjuntos de 30 quarteirdes
utiizados a cada semana, para instalacdo dos métodos de amostragem,

totalizando os 90 quarteirdes selecionados para o estudo, no bairro Serrano.
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A) Ovitrampa B) MosquiTRAP

C) BG-Trap® D) Aspirador de Nasci

Figura 11: Tipos de métodos de amostragem utilizado s no presente

trabalho para captura de ovos e adultos de  Aedes aegypti.
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2. EXTRACAO DE RNA DE LARVAS DE MOSQUITOS E DE
MOSQUITOS ADULTOS (Boom e t al, 1990) E KIT COMERCIAL DE
EXTRACAO DE RNA VIRAL QIAGEN

Os mosquitos coletados foram identificados por sexo, local de coleta
(quarteirdo), método de amostragem e semana epidemioldgica. Apds ecloséo
dos ovos coletados, as larvas foram identificadas segundo local de coleta,
armadilha e semana epidemiologica. Apoés identificacdo, foram acondicionados
em tubos conicos de 1,5 mL e mantidos a -70°C.

Para a extracdo de RNA total, foram formados “pools” de até 20
mosquitos e “pools” de até 50 larvas tendo por critério o sexo, o tipo de método
de amostragem e a semana epidemiologica. As larvas e mosquitos presentes
nos “pools* foram macerados com micropistilo, em 300 ul de meio Leibowitz-15
(L-15) (GIBCO BRL®, USA), contendo 50 pg/mL de gentamicina, 2 pg/mL de
fungizona, 100 U/mL de penicilina. Os macerados foram centrifugados a 4000
rpm por 5 minutos, a 4°C (Sorvall RT-6000 B) e 200 ul do sobrenadante foram
congelados a -70°C para futuro isolamento viral.

Para a padronizacdo da extracdo do RNA das amostras, foram testados
trés métodos: kit comercial Qiamp viral da Qiagen (Q) e dois protocolos de
extracdo de RNA total, de acordo com Boom et al. (1990), um apresentando
pequenas diferencas em relagdo ao protocolo original, Boom modificado e o
protocolo original, Boom original.

Para a extracdo com o kit comercial da QIAGEN foi seguido o protocolo
indicado pelo fabricante e utilizados 140 ul do sobrenadante dos macerados de
larvas e mosquitos.

Para o protocolo de Boom original, aos 100 ul restantes de sobrenadante
foram acrescentados 900 ul de tampao de lise (60g de isotiocianato de
guanidina, 50 mL de TRIS 0,1M pH 6,4, 11mL de 0,2 M EDTA pH 8,0, 1,3 mL de
Triton X-100), seguido por agitagcdo durante uma hora. A essa mistura foram
acrescentados 50 ul de solucdo de silica que foi homogeneizada por dois
minutos. A mistura foi centrifugada a 3000 rpm por um minuto. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado lavado duas vezes com 500 ul de solucdo de
lavagem (60g isotiocianato de guanidina, 50 mL de TRIS 0,1 M pH 6,4).
Novamente, o precipitado foi lavado duas vezes com 500 ul de etanol 70%. O

precipitado foi lavado com 500 ul de acetona e centrifugado a 3000 rpm por 2
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minutos. Apds a evaporacdo da acetona, por 10 minutos a 56°C, foram
adicionados 40ul de Tampao de Eluicdo (10 mM TRIS, 1 mM de EDTA) e
aquecidos a 56°C por 10 minutos. ApO0s homogeneizacdo, o material foi
centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi aliquotado e
armazenado a —70°C.

Para o protocolo de Boom modificado, foram utilizados 60 ul de
sobrenadante, aos quais foram adicionados 200 ul de tampéao de lise (60g de
isotiocianato de guanidina, 50 mL de TRIS 0,1M pH 6,4, 11mL de 0,2 M EDTA
pH 8,0, 1,3 mL de Triton X-100) e 50 ul de solucdo de silica. A solucéo foi
homogeneizada por 30 segundos e deixada a temperatura ambiente por 10
minutos. A mistura foi centrifugada a 3000 rpm por um minuto. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado lavado duas vezes com 200 ul de solucdo de
lavagem (60g isotiocianato de guanidina, 50 mL de TRIS 0,1 M pH 6,4).
Novamente, o precipitado foi lavado duas vezes com 500 ul de etanol 70%. O
precipitado foi lavado com 500 ul de acetona e centrifugado a 3000 rpm por 2
minutos. Apds a evaporagdo da acetona, a temperatura ambiente, foram
adicionados 40l de Tampéo de Eluicdo (10 mM TRIS, 1 mM de EDTA). Apos
homogeneiza¢do, o material foi centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos e o

sobrenadante foi aliquotado e armazenado a —70°C.

3. SINTESE DE cDNA

Para producdo de DNA complementares (cCDNAs), cerca de 1 a 5 ug de
RNA extraido foi incubado a 70°C, por 5 minutos, juntamente com o iniciador
anti-senso D2: 5TTG CAC CAA CAG TCA ATG TCT TC 3 (Lanciotti et al.,
1992). Apos incubacdo em banho de gelo, foram adicionados a reacéo: 5 pl de
tampéo de RT-PCR 5X (20 mM TRIS-CL pH 8,4, 50 mM KCL), 1 ul de dNTPs
(10mM), 1 pl de enzima M-MLV RT (200U/ul) (Promega Corporation-USA) e 7ul
de H,O. Essa mistura foi incubada por 60 minutos a 42°C, posteriormente a
70°C por 15 minutos, sendo entdo resfriada em banho de gelo. O cDNA obtido
foi mantido a —20 °C.

Empregando o método de extracdo de RNA descrito por Boom et al.
(1990), foi feito o teste de sensibilidade da técnica de RT-PCR nas nossas
condicbes de trabalho. Foram utilizados mosquitos e larvas ndo infectados,

obtidos do insetario do Laboratério de Ecologia Quimica de Insetos Vetores, e a
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estes foram acrescentados concentracdes variadas, de 0,1 a 50 mil PFU de
uma amostra de DENV-2, obtida por multiplicacdo em células C6-36 no
laboratério de Virologia (ICB/UFMG).

4. REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE - PCR

Para a amplificacdo do gene C-prM de DV, foram utilizados 2,5 pl de
cDNA, 2,5 ul de tampéo 10X, 10 pmol de cada oligonucleotideo iniciador D2 e
D1 - 5TCA ATA TGC TGA AAC GCG CGA G 3'(Lanciotti et al, 1992), 2 ul de
MgCl, (2,5 mM), 1 pl de dNTP’s (10 mM) (dATP, dCTP, dTTP e dGTP), 1 pl de
Taq polimerase (Promega) (5U/ul) e H,O ultra pura g.s.p. 25pl.

As amplificacdes foram feitas em termociclador Perkin Elmer Cetus
(Perkin, USA) modelo 2400, seguindo as seguintes variacbes de temperatura:
uma desnaturagdo inicial 94°C, por 5 minutos; seguida de 30 ciclos de
desnaturacdo 94°C, por 55 segundos; pareamento 55°C por 50 segundos e

extensdo a 72 °C por 50 segundos.

a. PCR “SEMI-NESTED”

Para melhorar a especificidade e sensibilidade da PCR, foi desenhado
um iniciador novo, a partir do iniciador senso de Lanciotti et al. (1992). A
sequéncia do iniciador denominado DEN 1F é 5- CGA GAA ACC GCG TGT
CAA C -3'. Esse iniciador gera um fragmento de 490pb que é menor que o
gerado pelos iniciadores externos de Lanciotti et al., (1992) (511pb). Todas as
amostras foram analisadas com o novo iniciador desenhado e o iniciador anti-
senso de Lanciotti et al. (1992).

O desenho deste foi feito com o auxilio dos programas OLIGO 4.0.
Durante o desenho do iniciador, foram analisados parametros como
temperatura de pareamento, formacao de dimeros, conteudo de CG e AT.

As condi¢cdes da reagcdo de PCR Semi-Nested seguiram as mesmas
condicdes utilizadas na primeira reagéo de PCR.

b. FRACIONAMENTO DOS PRODUTOS DE PCR POR ELETROFORE SE
EM GEL DE POLIACRILAMIDA
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O produto de PCR foi fracionado em gel de poliacrilamida 8% (1,86 mL
de acrilamida/bis (29:1), 1,40 mL de Tris/Borato/EDTA (TBE), 10% de persufato
de amonio (PSA), 7 ul de TEMED e 3,74 mL de H,0). O fracionamento foi feito
a 100 volts por 1 hora, em tampé&o de corrida TBE 1X (0,089M TRIS-ACETATO,
0,089M écido borico, 0,002M EDTA). Para a coloracgéao, foi empregado o método
com o nitrato de prata conforme o protocolo de coloracdo descrito pela BIORAD:
os géis foram fixados em solucéo fixadora A (40% metanol, 10% &cido acético,
v/v) e solucéo fixadora B (10% etanol, 5% acido acético v/v). Apos incubacgéo
com solucdo oxidante (bicromato de potassio 0,034 M, acido nitrico 0,032 M)
por 5 minutos, os géis foram corados com nitrato de prata (0,6 g/300 mL de
agua) por 20 minutos. Em seguida, os géis foram lavados com agua deionizada
por 1 minuto, acrescentando-se a solucao reveladora (5,9 g de carbonato de
sédio, 0,1 g de paraformaldeido) por 5 minutos. A reacéo foi interrompida pela

adicao de solucao de acido acético 5%.

c. PURIFICACAO DOS PRODUTOS DE PCR

O DNA dos produtos de PCR foi purificado usando o protocolo de
purificacdo com reagente contendo 20% de PEG 8000 em solugcdo de NacCl
2,5M. Ao volume do produto de PCR, foi adicionado o mesmo volume de PEG
8000, e foi incubado por 15 minutos a 37°C. Apoés incubacdo, o produto foi
centrifugado a 14.000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante descartado
totalmente. O sedimento foi lavado duas vezes com etanol 70%, gelado,
centrifugando por dois minutos a 14000 rpm. Todo o sobrenadante foi
descartado para secagem do sedimento. Para eluicdo do DNA, foi adicionado
8ul de agua deionizada, homogeneizando por 15 segundos e foi incubado,
novamente, por 15 minutos a 37°C. Apos purificacdo, as amostras foram

quantificadas no “nanodrop” (NanoDrop®, ND-1000 Spectrophotometer, USA).
d. SEQUENCIAMENTO E ANALISE DOS FRAGMENTOS DE DNA
O sequenciamento foi feito pelo método de dideoxi descrito por Sanger et

al., (1977) em sequenciador automatico capilar Mega Bacel000

(Amersham/Phamacia, Suécia), utilizando o Kit Dy Enamic ET Dye Terminator
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Cycle Sequencing Kit for Megabace e obedecendo as condi¢cbes de reacéo e
leitura indicadas pelo fabricante.

Para cada fragmento foram feitas trés reacdes de sequenciamento, em
ambas orientacfes. As sequéncias obtidas foram sobrepostas e a sequéncia
final editada utilizando o programa CAP3 (Sequence Assembly Program

(http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php).

As seqUéncias obtidas foram comparadas com sequéncias depositadas
no banco de dados do “National Center for Biotechnology Information” através

do programa BLAST 2.0 (http://www.ncbi.nlm.gov/BLAST.- Basic Local Aligment

Tool, Altsuchl et al, 1990 19977?). As sequiéncias nucleotidicas foram analisadas
pelo programa BLAST N e as sequéncias inferidas de aminoacidos foram
analisadas pelo programa BLAST X. As sequéncias de nucleotideos e
sequéncias inferidas de aminoacidos foram analisadas com o auxilio dos
programas:

- Clustal W “Multiple Sequence Alignment” (Thompson et al., 1994).

(http://www.searchlauncher.bcm.tmc.edu); Multiple Sequence Alignment with

Hierarchical Clustering (http://prodes.toulose.inra.fr/multalin.ntmL). LALIGN
(http://ch.embnet.org/software/LALIGN form.htmL), TRANSLATE
(http://ca.expasy.org/tools/dna.htmL).
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RESULTADOS

1. COLETA DE MOSQUITOS E LARVAS DE Ae. aegypti NOS
DIFERENTES METODOS DE AMOSTRAGEM

Durante o periodo de estudo, foram coletados um total de 789 fémeas e
465 machos. Dos mosquitos coletados, 370 fémeas e 21 machos foram
coletados pela MosquiTRAP, 275 fémeas e 300 machos foram coletados pela
BG-Trap®, e 144 fémeas e 144 machos foram coletados pelo Aspirador de
Nasci, conforme representado na figura 12.

O numero de fémeas coletadas pela MosquiTRAP foi maior do que o
namero de machos enquanto que o numero de machos coletados pela BG-
Trap® foi um pouco maior que o numero e fémeas coletadas.

O numero de ovos coletados pela Ovitrampa, no mesmo periodo, foi de
76.120 e destes ovos eclodiram 32.346 larvas. A figura 13 apresenta o nimero

de ovos coletados e eclodidos nas semanas epidemiologicas 41 a 21.

2. PROCESSAMENTO DOS MOSQUITOS E LARVAS

Como néo houve instalacdo dos métodos de amostragem na semana
epidemioldgica 9, devido a falta de carro para transportar os agentes de campo,
foram feitas coletas em 32 semanas semanas epidemiolégicas. A tabela 1
mostra 0 ndamero de mosquitos e ovos coletados nas 32 semanas
epidemiologicas.

Na BG-Trap® foi capturado o maior nimero de mosquitos (575 mosquitos),
quando comparada aos outros dois métodos de amostragem, MosquiTRAP
(391) e Aspirador de Nasci (288). A coleta de mosquitos foi maior nas semanas
epidemioldgicas 48 (43 mosquitos), 51 (72 mosquitos), 52 (41 mosquitos), 12
(97 mosquitos) e 20 (78 mosquitos). A coleta de ovos foi maior nas semanas

epidemiologicas 7 (2.627 larvas) e 17 (2.227 larvas).
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Figura 12 - NUmero de mosquitos adultos de  Ae. aegypti capturados em
trés dos quatro tipos de metologia de amostragem em pregadas neste
estudo.
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Figura 13 — Numero de ovos coletados em Ovitrampa e  numero dos

ovos eclodidos, nas semanas epidemiolégicas 41/2005 a 21/2006.
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Tabela 1 — Numero de mosquitos e ovos coletados na s 32 semanas
epidemiolégicas (outubro de 2005 a maio de 2006) no Bairro Serrano, Belo
Horizonte, MG.

Semanas BG-Trap® MosquiTRAP Aspirador de Ovitrampa
Nasci
Epidemioldgicas | Fémea | Macho | Fémea | Macho | Fémea Macho | Ovos | Larvas
41 3 5 2 1 0 3 1048 506
42 0 0 2 4 0 1 632 320
43 1 0 3 0 3 9 2144 600
44 9 13 0 0 0 2 304 204
45 0 0 7 1 0 0 1437 589
46 1 0 3 1 3 3 543 300
47 7 3 6 0 1 0 1074 509
48 12 17 9 1 1 3 1324 820
49 5 5 8 1 0 1 1859 840
50 12 13 5 0 1 1 1929 932
51 20 21 31 0 0 0 1881 925
52 8 6 23 4 0 0 2817 | 1290
1 17 13 11 0 0 0 1774 934
2 14 17 15 1 0 1 2646 714
3 12 17 6 4 0 1 2521 894
4 9 1 6 - 0 0 2813 801
5 12 14 10 - 1 0 2452 | 1183
6 8 16 6 1 0 1 3656 | 1640
7 13 21 11 - 0 0 5559 | 2627
8 3 7 19 - 1 0 2477 811
10 17 38 7 - 0 0 1894 692
11 12 23 12 - 13 7 2607 651
12 15 11 28 - 26 17 4906 | 1793
13 18 13 16 1 8 9 3333 | 1481
14 9 3 23 - 18 19 2768 | 1251
15 3 2 30 1 9 8 4252 | 1922
16 8 4 9 - 10 11 3506 | 1828
17 1 - 24 - 15 11 5902 | 2227
18 11 5 4 - 3 8 2204 | 1320
19 2 2 11 - 2 0 1728 744
20 8 5 10 - 27 28 1157 617
21 5 5 13 - 2 0 973 381
TOTAL 275 300 370 21 144 144 76120 | 32346
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Foram analisadas por PCR as amostras da primeira semana epidemiolégica
de cada més coletado. As semanas selecionadas foram: 41, 44, 48, 01, 05, 10,
13 e 18. A Tabela 2 mostra o nimero de mosquitos e larvas analisados nestas

semanas epidemioldgicas.

3. DETECCAO DO GENOMA VIRAL POR RT-PCR

a. PADRONIZACAO DA TECNICA DE EXTRACAO DE RNA

A figura 14 mostra a fotografia de um gel de poliacrilamida, onde o
fracionamento do DNA amplificado na RT-PCR, utilizando o par de iniciadores
de Lanciotti e colaboradores (1992), a partir do RNA extraido por trés métodos
pode ser observado. Houve diferenca na quantidade de DNA amplificado a
partir do RNA extraido seguindo o protocolo original descrito por Boom e
colaboradores (1990), sendo o mais eficiente. O metodo de escolha utilizado

nos demais experimentos foi 0 de Boom original.

b. TESTE DE SENSIBILIDADE DA RT-PCR-“SEMI-NESTED”

O teste de sensibilidade foi feito contaminando macerados de mosquitos e
larvas com virus, nas concentra¢des de 500 a 0,01 PFU. O par de iniciadores
utlizados foi o D2 e o DEN 1F. De acordo com o observado na figura 15, até
0,01 PFU de virus pode ser detectado na amplificacdo. Quando as amostras
foram contaminadas com concentracdes de virus maiores que 0,01 PFU, pode
ser observada uma amplificacdo proporcional a concentracdo. Nao houve

amplificacdo no controle negativo.
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Tabela 2 — NUumero de mosquitos e larvas analisados  por RT-PCR

Semanas BG-Trap® MosquiTRAP Aspirador de Ovitrampa
epidemiolégicas Nasci
2005-2006
Fémeas| Machos | Fémeas| Machos | FEmeas| Machos Larvas
41 - - 3 2 - 2 483
44 1 - - - - 2 198
48 12 17 8 1 1 3 760
01 i i - - . - 665
05 12 13 8 - 1 - 1076
10 16 36 3 - - - 754
13 14 11 12 1 8 9 1004
18 11 15 4 - 3 8 1298
TOTAL 66 92 38 4 13 24 6238
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Figura 14 - Comparacdo dos métodos de extracdo de R NA para
amplificacdo da regido genémica C-prM de  Flavivirus. Amostras de larvas e
mosquitos fémeas e machos de Ae. aegypti foram macerados em meio L-15 e
acrescidos de DENV 2. 100ul da amostra foi utilizado para a extragao de RNA
para os protocolos de BOOM e 140ul para o kit da Qiagen. O RNA extraido foi
empregado na RT-PCR e o amplificado foi fracionado a 100 volts em PAGE 8%,
corado pela prata. Canaleta 1 - Padrdo de tamanho molecular; Canaletas 2 e 3 -
Kit da Qiagen (virus + larvas de Ae. aegypti e virus + fémeas de Ae. aegypti,
respectivamente). Canaletas 4, 5 e 6 Protocolo BOOM original (virus + larvas de
Ae. aegypti; virus + fémeas de Ae. aegypti e virus + machos de Ae. aegypti,
respectivamente). Canaletas 7, 8 e 9 - Protocolo BOOM modificado (virus +
larvas de Ae. aegypti; virus + fémeas de Ae. aegypti e virus + machos de Ae.

aegypti, respectivamente.
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Figura 15 - Teste de sensibilidade de deteccdo do g enoma viral pela
técnica de RT-PCR-“Semi-Nested”. Amostras de mosquitos e larvas foram
maceradas com meio L-15 e acrescidas de diluicbes seriadas de DENV 2, e
submetidas a extracdo de RNA, seguindo o protocolo de BOOM original,
seguida de RT-PCR. Os amplificados foram fracionados a 100 volts em PAGE
8%, corado pela prata. Canaleta 1 - Padrdo de tamanho molecular; Canaletas 2
a 6 - Diluicbes seriadas de 500, 100, 10, 1, 0,1 e 0,01 PFUs, respectivamente;

Canaleta 7 - Controle negativo; Canaleta 8 — Padrdo de tamanho molecular.
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c. DETECCAO DA PRESENCA DO GENOMA VIRAL NAS AMOSTRA S DE
MOSQUITOS E LARVAS

Para a deteccdo do genoma viral nas amostras coletadas, foram
utilizadas as técnicas moleculares RT-PCR e “Semi-Nested”-PCR, usando nesta
altima, o iniciador senso desenhado (D1.1) e o iniciador anti-senso (D2) de
Lanciotti et al. (1992). A reacdo gera um fragmento de 490pb, 21pb menor que o0
fragmento gerado com os dois iniciadores (D1 e D2) de Lanciotti et al. (1992). A
figura 16 mostra a amplificacdo do genoma viral em amostras de mosquitos
fémeas e machos, capturados pela BG-Trap® e numa amostra de mosquitos
machos capturados pelo Aspirador de Nasci. As amostras sdo pools de
mosquitos das semanas epidemilogicas 10 e 18, respectivamente.

Do total de amostras (mosquitos adultos) coletadas, foram formados 31
“pools”, sendo 17 “pools” de fémeas e 14 pools de machos. A figura 17
apresenta o grafico com o namero total dos “pools” de fémeas de Ae. aegypti
analisados e o numero daqueles que se mostraram positivos para a deteccao
do genoma viral por “Semi-Nested’-PCR. Para a BG-Trap® foram analisados
sete “pools” e um foi positivo para o genoma viral (14,3%) e para a MosquiTRAP
foram analisados seis “pools” e um foi positivo para o genoma viral (16,6%).

A deteccdo de genoma viral nos “pools” de machos de Ae. aegypti
analisados esta representada na Figura 18. Para a BG-Trap® foram analisados
seis “pools” e um foi positivo para a detecgdo do genoma viral (14,3%). Para o
Aspirador de Nasci foram analisados cinco pools e um foi positivo para a
deteccdo do genoma viral (20%).

A percentagem encontrada para a deteccdo do genoma viral nos “pools”
de larvas de Ae. aegypti foi de 13,2% (15 positivos/114 “pools” analisados). A
figura 19 apresenta a positividade dos “pools” analisados da Ovitrampa para a
deteccdo do genoma viral, nas semanas epidemiolégicas selecionadas para
analises. A deteccdo do genoma viral foi encontrada nas semanas
epidemioldgicas 44, 48, 01, 05 e 18.
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500pb

Figura 16 - Amplificacdo do genoma viral das amostr as de
mosquitos por RT-"Semi-Nested”-PCR.  Amostras de mosquitos fémeas de
Ae. aegypti foram macerados em meio L-15 e 100ul da amostra foi utilizado
para a extracdo de RNA, seguida de RT-semi-nested PCR. Os amplificados
foram fracionados a 100 volts em PAGE 8%, corado pela prata. Canaleta 1-
Padrao de tamanho molecular (ladder 50); Canaleta 2 e 3 — Controles positivo e
negativo da reacao, respectivamente; Canaletas 4 e 5 - Amostras positivas para
a deteccdo do genoma viral, de mosquitos machos e fémeas, respectivamente,
capturados pela BG-Trap®, na semana epidemiologica 10; Canaleta 6 -
Amostra negativa para a deteccdo do genoma viral de mosquitos machos
capturados pelo Aspirador de Nasci, na semana epidemiolégica 18; Canaleta 7 -
Vazia.

57



OTotal de Pools
m Pools Positivos

Numero de pools
I
L

14,3% 16,6%
N I
BG-Trap Mosquitrap Aspirador

Figura 17 — Deteccdo do genoma viral, amplificado p  or “Semi-Nested"-
PCR, nos “pools” de mosquitos fémeas de Ae. aegypti coletadas nos trés
métodos de amostragem utilizados. Dados referentes a semana

epidemiologica 10.
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Figura 18 - Deteccdao do genoma viral, amplificado p  or “Semi-Nested"-
PCR, nos “pools” de mosquitos machos de Ae. aegypti capturados nos
trés meétodos de amostragem utilizados. Dados referentes as semanas

epidemiologicas 10 (BG-Trap®) e 18 (Aspirador).
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Figura 19 - Deteccdo do genoma viral, amplificado p  or “Semi-Nested"-
PCR, nos “pools” de larvas analisados. Dados referentes as semanas
epidemioldgicas 44, 48, 1, 5 e 18, respectivamente.
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d. PURIFICACAO, SEQUENCIAMENTO E ANALISE FILOGENETI CA DO
PRODUTO OBTIDO POR RT-PCR RELATIVO A REGIAO DE JUNC AO
DOS GENES C-prM

O produto obtido por “Semi-Nested’-PCR relativo a regido C-prM
de algumas amostras foi sequenciado para caracterizar e genotipar
molecularmente as amostras de DENV circulantes na area estudada. Trés
“pools” de mosquitos adultos e um “pool” de larvas foram sequenciadas.
Embora o presente trabalho tenha apresentado um namero maior de “pools”
positivos para DV, devido ao tempo escasso, apenas quatro amostras puderam
ser analisadas.

As sequéncias de nucleotideos e aminoacidos, das quatro amostras
sequenciadas, foram alinhadas com a regido genémica de DENV-3, gendtipo |.
A Figura 20, mostra os alinhamentos de nucleotideos e de aminoacidos das
sequéncias de parte da regido de C-prM das amostras analisadas, com algumas
sequéncias depositadas no GeneBank, classificadas como genotipo | de
DENV3.

As porcentagens de similaridade de nucleotideos entre o genoma das
amostras de mosquitos e larvas variaram entre 95,4% e 98,8%. Ja em relacao
as amostras das Filipinas, China e BH-16 as porcentagens de identidade
nucleotidica variaram entre 96,1% e 99,8%. As porcentagens de identidade
entre as sequéncias de aminoacidos inferidas do genoma de amostras de
mosquitos e larvas variaram entre 92,7% e 98,5%. Ja com as amostras
Filipinas, China e BH-16 as porcentagens de identidade de aminoacidos
variaram entre 95,6% e 100% (Tabela 3).

Com base na sequéncia de nucleotideos da regido de juncédo dos genes
C-prM foi construida uma arvore filogenética, com isolados de diferentes
localidades e gendtipos. A arvore apresenta os trés gendtipos de DENV-3,
segundo classificacdo de Lanciotti et al. (1994). O gendtipo | inclui isolados do
Sudeste Asiatico e llhas do Pacifico Sul; o gendtipo Il inclui isolados da
Tailandia; e o gendtipo Il inclui isolados da Sri-Lanka, América Central e Leste

da Africa. As amostras de mosquitos adultos e larvas, positivas para a detec¢io
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Figura 20 - Alinhamento da sequéncia de nucleotideo s (A) e inferéncia de

aminoacidos (B) da regido de juncdo dos genes C-prM do genoma de
DENV detectado por “Semi-Nested”-PCR: P11; P15; P17 e P1 com outras
sequéncias de Dengue virus 3 depositadas no GenBank (AY662691,

EF428575, AB038466, AB038472, AB038470, AB038479, A Y(099339,
AY099337, AY679147, AY038605, AY099336, AY923865, A Y648961,
AY858041, M93130, AF317645, EF428575, EF428567, EF428574, EF428572,
EF428568, EF428571, EF428570). A sequéncia nucleotidica (A) e de
aminoacido inferida (B) foram comparadas com a regido correspondente aos
nucleotideos 157 a 639 e aos aminoacidos 1 a 168 da regido de juncao dos
genes C-prM. As sequéncias foram alinhadas usando o programa CLUSTAL W.
As posicdes dos nucleotideos estdo exibidas em relacéo a sequéncia AY679147
(amostra brasileira do Estado do Rio de Janeiro 2002). (.) indica identidade de

nucleotideos ou aminoacidos.
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Tabela 3 - Identidade de nucleotideos e de aminoaci dos entre as sequéncias da
regido de juncdo dos genes C-prM de amostras de mos  quitos adultos e larvas de
Dengue virus 3, do Brasil (Belo Horizonte), da China e das Filip  inas.

Os valores azuis representam as porcentagens de similaridade de aminoécidos. Os

valores vermelhos representam a porcentagem de similaridade de nucleotideos.

Amostras P17 P15 P1 P11 Filipinas China | BH-16
P17 94,9% 97,1% 92,7% 97,1% 97,1% | 97,1%
P15 98,1% 96,4% 92,7% 97,1% 97,1% | 97,1%
P1 98,8% 98,8% 94,2% 98,5% 98,5% | 98,5%
P11 95,4% 95,6% 96,1% 95,6% 95,6% | 95,6%
Filipinas 98,5% 98,8% 99,3% 96,4% 100% 100%
China 98,3% 98,5% 99% 96,1% 99,8% 100%
BH-16 98,8% 99% 99,5% 96,6% 99,8% 99,5%
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do genoma de DENYV, ficaram agrupadas com amostras recentemente isoladas
no Estado de Minas Gerais, com amostras das Filipinas e da China, as quais
pertencem ao genatipo | (Figura 21).

4. MAPAS DE CO-LOCALIZACAO

Para tentar melhorar a compreensado dos dados obtidos no presente
estudo, foram gerados cinco mapas esquematicos do bairro Serrano, contendo
os 90 quarteirbes selecionados, discriminando os trés grupos de 30 quarteirdes,
através de trés cores distintas: amarelo, rosa e salmdo. Cada cor também
corresponde as semanas epidemiolégicas analisadas. Os mapas também
apresentam os casos de FD notificados e confirmados, com sua localizacao
geografica (+). Os resultados obtidos para a presenca de DENV para 0s quatro
tipos de métodos de amostragem utilizados, foram acrescentados,
separadamente, em quatro dos cinco mapas gerados. O Ultimo mapa consta
com os resultados de todos os tipos de amostragem.

Para a construcdo dos mapas esquematicos, a Secretaria de Saude de
Belo Horizonte cedeu, gentilmente, um mapa com a localizacdo e as datas dos
casos confirmados de FD (Figura 22).

Na figura 23, sdo apresentados os dados obtidos com a coleta da
Ovitrampa. Os “pools” analisados que foram negativos para amplificacdo do
genoma de DENV estdo representados com estrelas vermelhas. Os pools
analisados e positivos para DENV, que foram formados misturando amostras de
mais de um quarteirdo, estdo representados com estrelas pretas e rosas,
portanto, nimero de estrela pretas e rosas ndo corresponde ao numero de
“pools” mas aos quarteirdes de onde vieram as amostras. As estrelas pretas
representam os quarteirbes possivelmente positivos em apenas uma semana
epidemioldgica, e as estrelas rosas representam os quarteirbes possivelmente
positivos em duas semanas epidemiologicas. Os “pools” analisados que
representavam um Unico quarteirdo, e que estavam positivos para a

amplificacdo de DENV, estéo representados por circulos azuis.
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Figura 21 - Arvore filogenética de DENV construida

regidao de juncdo dos genes C-prM.

com sequéncias da

As seqliéncias foram obtidas do GenBank,

com 0s seguintes nimeros de acessos: Guatemala 1996 (AB038466); Guatemala 1997
(AB098470); Guatemala 1998 (AB038479); Martinica 2000 e 1999 (AY099339 e
AY099337); Brasil 2002 (AY679147); Brasil 2001 (AY038605); Singapura (AY662691);
Sri-Lanka 2003 (AY099336); Indonésia e Tailandia 1994 (AY923865); Sleman 1978
(AY648961); Indonésia 2004 (AY858041); Filipinas 1956 (M93130); China 2000
(AF317645); Brasil ROI-02 2002 (EF629371); BH-16 (EF428575); BH-17 (EF428567);
BH-19 (EF428574); BH-24 (EF428570); BH-22 (EF428571); BH-25 (EF428569); MG-20
(EF428572); MG-21 (EF428568); MG-27 (EF428573); PI-52 e PI-80 (isoladas de

amostras de pacientes com FHD e FD, respectivamente, no Estado do Piaui). A

filogenia foi estabelecida pelo método de “Neighbor joining” utilizando o modelo de

substituicbes de nucleotideos de Tamura Nei implementado no programa MEGAS3.

Caixa vermelha indica amostras do Estado de Minas Gerais, Filipinas e China.
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Figura 22 — Mapa esquematico do bairro Serrano, apr esentando 0s casos
de FD confirmados, em local e datas determinados. Em amarelo, estdo os
casos indentificados registrados no periodo do estudo. Em vermelho, estdo os

casos confirmados e as datas de registro dos mesmos.
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Figura 23 — Co-localizagcdo dos quarteirdes do bairro Serrano em estudo de
coleta de ovos de Ae. aegypti. O mapa co-localiza os quarteirdes onde foram
coletados os ovos, cujas larvas foram testadas por RT-semi nested PCR com os
casos de FD notificados no periodo, confirmados ou ndo. * quarteirdes com pools
analisados que foram negativos para a amplificacdo de DENV, com a localizacdo
dos quarteirbes referentes a cada pool; * quarteirdes com pools positivos em
apenas uma semana epidemioldgica; * quarteirdes com pools positivos em duas
semanas epidemioldgicas, com a localizacdo dos quarteirbes referentes a cada
pool; O pools analisados que representavam quarteirdes individualizados, e que
foram positivos para DENV; + casos de FD confirmados; casos de FD

descartados e casos de FD indeterminados.
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Foi observado que os quarteirdes de onde foram obtidos estes “pools” estao
mais concentrados na regido norte da area analisada. Em um quarteirdo houve
a concordancia de uma amostra positiva com um caso de dengue confirmado,
sendo que a deteccdo foi feita na semana epidemiolégica 05 e o caso
confirmado ocorreu em 30 de junho, que corresponde a semana epidemioldgica
22. Embora nédo tenha ocorrido a sobreposicdo exata dos dados, as amostras
positivas para a deteccdo do genoma viral se localizaram muito proximas aos
casos inderteminados e confirmados de FD. Dois casos confirmados, um no dia
27 de margo e o outro no dia 1° de abril, ambos correspondendo a semana
epidemiologica 13, ficaram préximos a amostras positivas para detec¢do do
genoma viral, também correspondentes a semana epidemiologica 05.

Na figura 24, sdo apresentados os dados obtidos pela coleta de mosquitos
utilizando a MosquiTRAP. Os quadrados azuis representam 0s quarteirdes que
formaram “pools” analisados e que foram negativos para DENV. Os quadrados
azuis com um X central representam os quarteirbes que formaram “pools”
analisados e que foram positivos para DENV.

A Unica amostra positiva para a detec¢cdo do genoma viral foi de um pool de
fémeas, representando dois quarteirdes, que apresentou localiza¢cdo mais ao sul
do bairro Serrano. Um caso confirmado de dengue esta localizado exatamente
em um dos quarteirbes, podendo ser visualizada a sobreposi¢ao da positividade
de deteccao do genoma viral com um dos casos confirmados. A deteccéo do
genoma viral foi feita na semana epidemiolégica 10 e o caso confirmado ocorreu
em 1° de abril, que corresponde a semana epidemioldgica 13. O outro
quarteirdo, pertencente ao “pool” positivo para deteccdo do genoma viral, esta
muito proximo de trés outros casos confirmados (27/03/2006; 18/04/2006 e
10/05/2006), correspondentes as semanas epidemioldgicas 13, 16 e 19.

Na figura 25, sdo apresentados os dados obtidos pela coleta de mosquitos
utilizando a BG-Trap®. Os “pools” analisados que foram negativos para DENV,
com sua localizacdo nos quarteirbes, estao representados com o simbolo grego
B em verde. Os pools analisados que foram positivos para DENV, com a
localizag&o dos quarteirbes referentes a cada “pool”, estado representados com o
simbolo grego B em vermelho.

As duas amostras positivas para a deteccdo do genoma viral estdo

representadas em letras gregas 3 vermelhas. Cada pool formado apresentou
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seis quarteirbes (pool de machos) e nove quarteirdes (pool de fémeas). Dois
guarteirdes pertencentes ao “pool” de fémeas, e que foram positivos para a
deteccdo do genoma viral, estavam localizados préximos a dois casos
confirmados FD, correspondentes as semanas epidemiolégicas 20 e 22. Um
dos quarteirdes positivos para a deteccdo do genoma viral, pertencente a um
“pool” de machos, esteve muito préximo de outro caso confirmado,
correspondente a semana epidemioldégica 25. Os dados apresentaram
positividade para a deteccdo de genoma de DENV em mosquitos machos e
fémeas, localizados proximos a ocorréncia de casos de FD confirmados

ocorridos apos 10 semanas.
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Figura 24 — Co-localizagéo dos quarteirdes do bairr o Serrano em estudo de

coleta de mosquitos de Ae. aegyptil, para a MosquiTRAP. O mapa indica os
guarteirdes onde foram colocados os métodos de amostragem, onde foram coletados os
mosquitos adultos testados por RT-semi nested PCR co-localizando os casos de FD
notificados no periodo, confirmados ou néo. D guarteirdes com pools analisados que
foram negativos para DENV;Equarteirﬁes com pool analisado que foi positivo para DENV,
com a localizag&o dos quarteirbes referentes ao pool; + casos de FD confirmados; + casos

de FD descartados e casos de FD indeterminados.
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Figura 25 — Co-localizagdo dos quarteirbes do bairr 0 Serrano em estudo de

coleta de mosquitos de Ae. aegyptil, para a BG-Trap®. O mapa indica os
guarteirdes onde foram colocados métodos de amostragem, 0s mosquitos coletados e
testados por RT-semi nested PCR co-localizando os casos de FD notificados no periodo,
confirmados ou n&o. 3 quarteirdes com pools analisados que foram negativos para DENV,
com a localizagdo dos quarteirdes referentes a cada pool; quarteirbes com pools
analisados que foram positivos para DENV, com a localizacdo dos quarteirbes referentes a
cada pool; + casos de FD confirmados; + casos de FD descartados e  casos de FD

indeterminados.
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Na figura 26, sdo apresentados os dados obtidos pela coleta de mosquitos
utilizando o Aspirador de Nasci. Os oito “pools” analisados que foram negativos
para DENV, com a localizacdo dos quarteirbes referentes aos “pools”, estdo
representados com circulos verdes. O “pool” analisado que foi positivo para
DENV, com a localizacdo dos cinco quarteirdes referentes ao “pool”, esti
representado com circulos verdes semi-preenchidos de verde mais escuro.

Nesta amostra, os quarteirdbes se encontraram distribuidos por toda a
extensdo da regidao de estudo. Em, pelo menos, trés quarteirdes foi possivel
observar a proximidade com casos confirmados de FD. O “pool” positivo para a
deteccdo do genoma viral pertenceu a semana epidemiologica 18. Os casos
confirmados, proximos aos trés quarteirbes desse “pool”, se estenderam da
semana epidemiologica 13 a 25.

Na figura 27, sado apresentados todos os dados de positividade sobrepostos,
de todos os métodos de amostragem utilizados no periodo do estudo, a
Ovitrampa, a MosquiTRAP, a BG-Trap® e o Aspirador de Nasci. Com relacéo a
positividade das amostras coletadas, tanto de larvas quanto de mosquitos
adultos, para a deteccdo do genoma viral, foi possivel observar a presenca de
DENV em quase todo o periodo de coleta. Os casos confirmados de FD
aparecem a partir da 132 semana epidemiologica (27/03/06), tendo um caso
confirmado dia 23/06/06, um més apos o término das coletas.

A Ovitrampa apresentou “pools” positivos para a detec¢cao do genoma viral
em cinco das oito semanas estudadas, enquanto que as amostras positivas

para DENV em mosquitos adultos ficaram limitadas as semanas 10 e 18.
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Figura 26 — Co-localizagdo dos quarteirbes do bairr 0 Serrano em estudo de

coleta de mosquitos de Ae. aegyptil, para o Aspirador de Nasci. O mapa indica
os quarteirbes onde foram colocados os métodos de amostragem, onde foram coletados os
mosquitos adultos testados por RT-semi nested PCR co-localizando os casos de FD

notificados no periodo, confirmados ou néo.@ guarteirdes com pool analisado que foi

positivo para DENV, com a localizacdo dos quarteirGes referentes ao pool; Q guarteirdes
com pools analisados que foram negativos para DENV, com a localizacdo dos quarteirbes
referentes a cada pool; + casos de FD confirmados; + casos de FD descartados e  casos

de FD indeterminados.
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Figura 27 — C o-localizagao dos quarteirbes do bairro Serrano em estudo de
coleta de ovos e mosquitos de  Ae. aegyptil, para todos os métodos de
amostragem. O mapa indica os quarteirdes onde foram colocados os métodos de
amostragem, onde foram coletados 0os mosquitos adultos e os ovos testados por RT-
semi nested PCR co-localizando os casos de FD notificados no periodo, confirmados
ou ndo. Ovitrampa - * quarteir6es com pools analisados que foram negativos para a
amplificacdo de DENV, com a localizacdo dos quarteirdes referentes a cada pool; *
gquarteirdes com pools positivos em apenas uma semana epidemioldgica; * quarteirdes
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com pools positivos em duas semanas epidemiolégicas, com a localizacdo dos
gquarteirdes referentes a cada pool; O pools analisados que representavam quarteirdes
individualizados, e que foram positivos para DENV; MosquiTrap unarteirées com
pools analisados que foram negativos para DENV; E quarteirdes com pool analisado
que foi positivo para DENV, com a localizac&o dos quarteirbes referentes ao pool; BG-
Trap - B quarteirdes com pools analisados que foram negativos para DENV, com a
localizacéo dos quarteirdes referentes a cada pool; 3 quarteirdes com pools analisados

que foram positivos para DENV, com a localizacdo dos quarteirdes referentes a cada
pool; Aspirador de Nasci O guarteirdes com pools analisados que foram negativos

para DENV, com a localizacdo dos quarteirbes referentes a cada pool; - guarteirdes
com pool analisado que foi positivo para DENV, com a localizacdo dos quarteirbes
referentes ao pool; + casos de FD confirmados; + casos de FD descartados e = casos

de FD indeterminados.
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DISCUSSAO

1 - COLETA DE MOSQUITOS E LARVAS DE Ae. aegypti EM
DIFERENTES METODOS DE AMOSTRAGEM

0s métodos de amostragem se apresentaram como ferramentas Uteis no
monitoramento do vetor de DENV, o mosquito Ae. aegypti, oferecendo
informacdes relevantes sobre a distribuicao vetorial.

Algumas diferencas foram observadas quanto ao niumero de mosquitos e a
guantidade de machos e fémeas, coletados nos diferentes métodos de
amostragem. O numero de fémeas coletadas pela MosquiTRAP é maior em
relacdo aos machos, confirmando sua finalidade de capturar fémeas, uma vez
que o atraente sintético utilizado possui elementos especificos de oviposi¢cao
para a espécie Ae. aegypti (Figura 11). Além disso, a MosquiTRAP apresenta
também um ambiente escuro e com agua limpa, propicio a postura e ecloséo
dos ovos. Todos os mosquitos coletados pela MosquiTRAP foram da espécie
Ae. aegypti, confirmando a capacidade seletiva do atraente sintético para esta
espécie (Eiras & Sant’Ana, 2001). A coleta de mosquitos com a MosquiTRAP
mostrou ser um método pratico, que possibilita ao agente de campo o
diagnéstico no momento da inspecao do método de amostragem, com rapida
transferéncia dos dados ao MI-Dengue. Outra vantagem da MosquiTRAP ¢é a
eliminacdo do uso da infusdo de gramineas, substituida pelo atraente sintético.

O numero de machos coletados pela BG-Trap® mostrou-se maior que o
numero de fémeas coletadas (Figura 11). Provavelmente, os machos procuram
as fémeas para copula, proximo ao hospedeiro (homem).

O Aspirador de Nasci apresentou niumero de coleta igual para machos e
fémeas (Figura 11), provavelmente, por ser um método ativo, aleatério para
captura de mosquitos, que depende, exclusivamente, do agente de campo que
manuseia o aparelho, além de ndo apresentar qualquer tipo de atraente como
cor, odor ou localizacao espacial.

Empregando-se a Ovitrampa o sistema foi capaz de detectar ovos em
todas as semanas de coleta, mostrando que o vetor esteve presente durante
todo o periodo (Figura 12). A taxa geral de eclosdo dos ovos (42,49%) foi
semelhante aos dados observados por Evangelista (2003), que associa esse

valor ao cuidado com o manuseio das palhetas de oviposicdo, ao serem
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retiradas da Ovitrampa, e ao acondicionamento dos ovos, até o0 momento da
ecloséo, prevenindo a acao de predadores e a desidratacdo do embrido. Todas
as larvas que eclodiram dos ovos coletados pela Ovitrampa foram identificadas
como Ae. aegypti.

A MosquiTRAP se mostrou mais eficiente na coleta de fémeas quando
comparada a BG-Trap® e ao Aspirador de Nasci, confirmando a especificidade
e eficiéncia na captura de mosquitos fémeas de Ae. aegypti. A BG-Trap®
coletou o maior numero de machos quando comparada aos outros dois métodos
de amostragem. O numero de fémeas e machos, coletados pela BG-Trap®, foi
muito préximo, mostrando a eficiéncia desta na captura tanto de machos quanto

de fémeas.

2 - DETECCAO DO GENOMA VIRAL POR RT-PCR

a. PADRONIZACAO DA TECNICA DE EXTRACAO DE RNA

O protocolo de extracdo de RNA total, segundo Boom e colaboradores
(1990), o original, mostrou-se mais eficiente na extracdo de RNA para posterior
uso em RT-PCR quando comparado aos protocolos de extracao utilizando o kit
comercial (QIAGEN) e o protocolo modificado (Boom, 1990) (figura 13).

O tiocinato de guanidina vem sendo utilizado rotineiramente com sucesso
no processo de extracdo (Urdaneta et al., 2005; Harris et al., 1998; Wasieloski,
et al.,, 1994, Lanciotti et al., 1992). Esse método, utilizando a silica e o
tiocianato, € um método simples que elimina etapas de protedlise com
proteinase K e extracbes com fenol cloroférmio. O RNA pode ser extraido de
amostras clinicas (Figueiredo, 2006) e de mosquitos (Chung & Pang, 2002) e
larvas (Evangelista, 2003; Chow et al., 1998), além de servir para a obtencéo de
DNA complementar (Chungue et al., 1993) como também foi observado neste

trabalho.
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b. TESTE DE SENSIBILIDADE DE DETECCAO DO GENOMA VIR AL

O desenho de novos iniciadores para a amplificacdo da mesma regiao
gendmica descrita por Lanciotti e colaboradores (1992), com perda de 20
nucleotideos iniciais, possibilitaram uma melhora significativa da sensibilidade
do método descrito por Boom (1990).

Para a determinacéo da sensibilidade da detec¢do do genoma de DENV,
foram feitos “pools” de 10 mosquitos, acrescidos com diluicbes de DENV-2,
crescido em linhagem celular C6/36, com posterior extragdo de RNA e RT-PCR.
Segundo Urdaneta et al. (2005), “pools” maiores de 20 unidades diminuem a
sensibilidade de deteccdo do genoma viral.

O limite de deteccdo de RNA viral foi de 0,1 PFU, com cinco dilui¢cbes,
comecando com 500 PFU (Figura 14). Urdaneta et al. (2005), também obteve
uma sensivilidade de 0,1 PFU no limite de detec¢ao para os quatro sorotipos de
DENV, utilizando o RNAgens Total RNA Isolation System (Promega
Corporation, USA).

A RT-PCR mostrou-se um método de detecc¢do importante e esta sendo
cada vez mais utilizada para a deteccao precoce e tipagem do genoma viral (De
Oliveira Poersch et al., 2005). As reacdes de PCR padronizadas, utilizando
iniciadores descritos por Lanciotti et al. (1992) e o novo iniciador senso
desenhado, utilizado em reacdo de “Semi-Nested’-PCR, mostraram-se
eficientes para detecc¢éo do virus.

3 - ANALISE DAS AMOSTRAS DOS MOSQUITOS E LARVAS

O total de “pools” de mosquitos analisados foi de 31, e o total de pools de
larvas analisados foi de 114. Dos 31 pools de mosquitos analisados, quatro
(12,9%) foram positivos para a deteccdo do genoma viral. Trabalhos
semelhantes feitos por Pinheiro et al.(2005), obtiveram 17,1% de “pools” de Ae.
aegypti positivos para a deteccdo do genoma de DENV-3 e Urdaneta et al
(2005) encontrou 17,9% de pools de Ae. aegypti positivos para a detecgcéo do
genoma de DENV.

Os quatro métodos de amostragem se mostraram eficientes na captura

dos vetores de DENV. Dos trés métodos de amostragem utilizados na captura
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da forma alada do vetor, em relacdo a deteccdo do genoma viral, a
MosquiTRAP (16,6%) apresentou positividade maior quando comparada a BG-
Trap®, mostrando que o numero de fémeas contaminadas é maior que no
restante da populacdo analisada. O numero de pools analisados entre as
armadilhas foi diferente, sendo que, a MosquiTRAP apresentou o menor
namero, justificando a maior porcentagem de detec¢cdo de DENV nos pools de
mosquitos.

O Aspirador de Nasci e a BG-Trap® apresentaram positividade para a
deteccdo de genoma viral em “pools” de machos de Ae. aegypti, de 20% e
14,3%, respectivamente. Kow et al. (2001) encontrou 1,3% de positividade na
deteccdo do genoma de DENV em machos de Ae. aegypti. O dado obtido nesse
estudo reforca a transmissao vertical de DENV em populacdes de Ae. agypti e a
possivel transmissdao de DENV as fémeas durante a cépula por machos
infectados transovarialmente. A detec¢cdo do genoma viral nos métodos de
amostragem para mosquitos adultos reforca a importancia do uso de novos
métodos de controle do vetor, tanto no controle de populacdo, quanto na
vigilancia da circulacdo de DENV nessas populacbes, a fim de prevenir
epidemias de FD, adotando as medidas necessarias.

A Ovitrampa também apresentou positividade na deteccdo do genoma
viral nos “pools” de larvas de Ae. aegypti analisados (13,2%). Esses dados
corroboram com os dados encontrados por Evangelista (2003), que encontrou
17,46% de positividade para a deteccdo do genoma viral nos “pools” de larvas
analisados, embora, o percentual apresentado para a regional tenha sido de
apenas 4,8%, em se tratando da regional que apresenta os maiores registros de
FD no municipio de Belo Horizonte (Secretaria Estadual de Saude e Secretaria
Municipal de Saude).

Com os dados obtidos pela Ovitrampa, fica mais uma vez confirmada a
transmissao vertical de DENV na populacdo de Ae. aegypti, observada por
Evangelista (2003) e por Freier & Rosen (1988). A transmissao vertical € uma
das formas de manutengcdo da circulagdo do DENV na natureza, ou seja, na
populacdo de Ae. aegypti, nos periodos interepidémicos, o que reforca a
necessidade de estudos que busquem medidas de controle e prevencédo tanto
da populacéo de Ae. aegypti quanto do agente causador da FD, o DENV.

Outro fator observado neste estudo foi a distribuicdo temporal da

populacdo de Ae. aegypti analisada. O periodo do estudo corresponde ao inicio
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da estacdo quente e Umida, o verdo, que favorece o desenvolvimento
populacional do vetor (Glasser & Gomes, 2002). O clima de Belo Horizonte é
tropical de altitude e a cidade ndo apresenta grandes diferencas nas quatro
estacbes do ano, sendo dividido apenas em verdo ou inverno. Os verbes
apresentam temperaturas minimas médias de 18°C e maximas médias de 28°C

(http://pt.wikipedia.org/wiki/Belo _Horizonte#Clima-). Segundo Beserra et al.

(2006), a faixa de temperatura encontrada para o desenvolvimento favoravel de
Ae. aegypti encontra-se entre 21°C a 29°C, e para a longevidade e fecundidade
dos adultos entre 22°C e 30°C. Neste trabalho, foi observada a captura de Ae.
aegypti em todas as semanas epidemiologicas coletadas e analisadas. Isso
condiz com o comportamento sazonal ja descrito para a espécie Ae. aegypti
(Barata et al., 2007).

4 - PURIFICACAO, SEQUENCIAMENTO E ANALISE FILOGENET ICA DA
REGIAO DE JUNCAO DOS GENES C-prM

No presente trabalho, foram sequienciadas quatro amostras de “pools” de
larvas e mosquitos adultos, positivas para a deteccdo do genoma de DENV,
coletadas no periodo de outubro de 2005 a maio de 2006, em Belo Horizonte,
MG. Todas as amostras dos espécimes de Ae. aegypti foram classificadas
como sorotipo DENV-3 e apresentaram alta similaridade com as amostras das
Filipinas (M93130), da China (AF317645) e de Minas Gerais (Figueiredo, 2006).

De acordo com o resultado filogenético, construido a partir da regido
gendmica C-prM (Figura 20), as amostras dos espécimes de Ae. aegypti foram
agrupadas junto com as amostras identificadas como pertencentes ao grupo do
genatipo | de DENV-3 (Lanciotti et al., 1994), do total das amostras utilizadas na
construgdo da arvore. A mesma similaridade foi observada por Figueiredo
(2006) quando fez o isolamento viral de nove amostras de soros de pacientes
apresentando quadro de FD e FHD, nos anos de 2002 e 2004, no Estado de
Minas Gerais, incluindo o municipio de Belo Horizonte.

No Brasil, amostras do Rio de Janeiro segundo De Simone et al. (2004) e
Lourenco-de-Oliveira et al. (2002) foram caracterizadas como pertencentes ao
sorotipo DENV-3. Urdaneta et al. (2005) também detectou DENV-3 em

Maracay, na Venezuela. Pinheiro et al. (2005) encontrou amostras de mosquitos
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capturados em Manaus, AM, infectadas com DENV-3, gendtipo lll, usando os
iniciadores de Lanciotti et al. (1992).

Até o momento, o Unico relato da circulacdo do gendtipo | de DENV-3, no
Brasil, € o de Figueiredo (2006), no Estado de Minas Gerais, de isolados de
soro de pacientes. O presente trabalho reforca a circulagcdo do genatipo I, cujas
amostras analisadas apresentaram similaridade alta, tanto com as amostras
asiaticas, como com as amostras isoladas por Figueiredo (2006).

Dois anos apos o primeiro relato do gendtipo | de DENV-3 (Figueiredo,
2006), os dados apresentados neste trabalho mostram a circulacéo do genétipo
introduzido, no Brasil, em populacdo de Ae. aegypti, coletada na regido de
maior incidéncia de casos de FD, do municipio de Belo Horizonte, MG
(Secretaria da Saude de Belo Horizonte).

A circulacao dos quatro sorotipos de DENV na zona equatorial mundial, a
ampla dispersao do vetor Ae. aegypti no mundo e a alta densidade populacional
sao fatores que proporcionam a rapida dispersédo da FD, e da sua forma mais
grave, a FHD. O grande fluxo de pessoas que transitam para qualquer parte do
mundo em viagens aéreas, assim como o0 crescimento urbano desenfreado e 0
acumulo irregular de lixo doméstico favorecem o desenvolvimento do vetor,
intensificando essa dispersédo (revisado por Halstead, 2007). Esses fatores
sugerem a possibilidade do gendtipo | de DENV-3, também detectado nas
amostras de mosquitos adultos e ovos coletados do campo, ser um virus

importado de outro continente, com probabilidade de rapida disperséo pelo pais.

5 - MAPAS DE CO-LOCALIZACAO

Nos mapas de co-localizacdo estdo apresentados os dados da
positividade dos métodos de amostragem para captura da espécie Ae. aegypti,
das amostras positivas para a deteccdo do genoma de DENV e os casos de FD
descartados, indeterminados e confirmados, no periodo de outubro de 2005 a
maio de 2006.

Cada meétodo de amostragem utilizado, durante o periodo do estudo,
apresentou uma dispersdo dentro do bairro Serrano, para a positividade dos
dados analisados. Quando se observa o mapa de sobreposicdo dos dados de
todos os métodos de amostragem (Figura 27), fica clara a distribuicdo da
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populacdo do vetor Ae. aegypti em toda a &rea estudada, assim como a
distribuicAo do agente infeccioso DENV na populacdo do mosquito vetor
analisada.

Embora as amostras analisadas para a deteccdo do genoma viral nao
terem sido referentes a um Unico quarteirdo, foi possivel a delimitacdo de uma
microrregido onde € possivel encontrar DENV circulante e presenca do vetor.
Esses dados sdo importantes para se tomar medidas prévias contra possiveis
epidemias de FD, facilitando a delimitacdo da area a ser trabalhada.

De acordo com dados fornecidos pela Secretaria de Saude de Belo
Horizonte (Mapa 6), no periodo do estudo, as datas de confirmac¢do dos casos
de FD, referentes as semanas epidemiolégicas 13, 16, 19, 20, 22 e 25, foram
proximas as semanas positivas para a presenca de DENV, tanto em larvas
(semanas epidemiolégicas 44, 48, 01, 05 e 18) como em mosquitos adultos
(semanas epidemioldgicas 10 e 18). Um dado interessante foi a ndo deteccao
do genoma viral na semana epidemioldgica 13, que apresentou dois casos de
FD confirmados. Possivelmente, o nimero de amostras de larvas e mosquitos
adultos analisado nao tenha sido suficiente para detectar a presenca de DENV
na populacao de Ae. aegypti.

A maioria dos “pools” de larvas de Ae. aegypti positivos para DENV, se
encontraram nas semanas anteriores ao registro dos casos confirmados de FD.
Todos os “pools” de mosquitos adultos foram encontrados nas semanas
epidemiologicas 10 e 18, adjacentes as semanas com 0 maior numero de casos
confirmados da doenca. Urdaneta et al. (2005), encontraram DENV em
mosquitos adultos coletados em Maracay, em 2001, oito semanas antes do
aumento epidémico de casos de FD. No presente estudo, foi observada a
deteccdo do genoma viral até 17 semanas antes do aumento do numero de
casos de FD. Provavelmente, o maior numero de “pools” positivos para DENV
nas larvas, referente aos meses anteriores ao aparecimento dos casos
confirmados de FD, foi devido ao maior numero de “pools” de larvas analisados
guando comparado ao numero de pools de mosquitos adultos.

A vigilancia de pequenos surtos de FD e o acompanhamento da dinamica
de populagéo de Ae. aegypti sdo de extrema importancia na epidemiologia da

doenca.
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CONCLUSOES

1.As técnicas moleculares utilizadas para a deteccdo do genoma de DENV
foram sensiveis, sendo um método rapido de deteccdo do DENV circulante. O
iniciador senso desenhado neste trabalho (D1.1), utilizado juntamente com o
iniciador anti-senso (D2) de Lanciotti et al., 1992, na reacdo de “Semi-Nested’-
PCR, aumentou a sensibilidade da detec¢do do genoma viral.

2.0s métodos de amostragem das populacdes de Aedes aegypti, para formas
imaturas e maduras, se mostraram eficientes para detectar o vetor da
arbovirose considerada mais prevalente e crescente, atualmente, no mundo.
3.0s dados apresentados neste trabalho mostraram que o DENV esta circulante
na populagdo de Ae. aegypti e que estudos de predicdo de epidemias de FD
poderao ser possiveis.

4.0s mapas de co-localizacdo se mostraram importantes, uma vez que mostram
a possivel localizacdo da presenca do vetor, assim como do virus circulante,
num estudo de prevencao e controle, gerando dados seguros que permitem aos
agentes de campo tomarem medidas rapidas e eficazes no controle da FD.

5.A confirmacgédo do genotipo | de DENV-3, por sequenciamento molecular, € um
alerta para a circulagdo de um novo genotipo no territério brasileiro, onde so6
havia sido detectado o genotipo Ill de DENV-3. Esse dado é de extrema
importancia para a Saude Publica brasileira, uma vez que um novo virus
ciculante, numa populacdo susceptivel a ele, pode provocar graves epidemias
de FD, e sua forma mais grave, a FHD/SCD.

6.0 monitoramento da circulacdo do DENV e a tipagem dos sorotipos e
genotipos na populacdo do mosquito Ae. aegypti seriam determinantes em
medidas a serem tomadas, no caso de possiveis epidemias.

7.A concordancia dos dados de positividade para a deteccao de DENV obtidos
com os casos de FD confirmados, espacial e temporalmente, aponta um método
novo e sensivel no estudo epidemiolégico de FD, que podera servir de alicerce

aos 0rgados governamentais em medidas de controle e prevenc¢do de epidemias.
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