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RESUMO

A dengue é uma arbovirose que, no Brasil, tem seu agente etiolégico, 0 Dengue virus,
transmitido por Aedes aegypti e por A. aegypti e A. albopictus no Sudeste Asiatico. O
mosquito A. albopictus, presente em areas remanescentes de mata urbana, pode ser um elo na
transmisséo de arboviroses silvestres para o0 homem e pode estar relacionado a circulacao dos
agentes virais entre os animais silvestres, domésticos e vetores. O objetivo do trabalho foi
detectar a presenca de Dengue virus em A. albopictus e em pequenos mamiferos silvestres
presentes em remanescente de Cerrado e Mata Atlantica em area urbana de Minas Gerais.
Foram realizadas coletas mensais (abril/2011 a maio/2012) de culicideos e de pequenos
mamiferos em diferentes areas remanescentes de mata presente na Unidade Fazendinha,
Sabard (MG). Os mamiferos e culicideos foram identificados com auxilio de chaves
dicotdbmicas. Aedes albopictus foi submetido a testes de PCR em tempo real para detec¢do de
dengue-virus. Os mamiferos tiveram sangue coletado para realizacdo de testes soroldgicos
(ELISA e Soroneutralizagdo) além da detecgdo viral por PCR convencional. Foram coletadas
26 espécies de culicideos e oito de pequenos mamiferos. Verificou-se que o perfil das
espécies de mosquitos variou de acordo com os locais, indicando que mesmo em areas
pequenas o0s culicideos demonstram preferéncias por determinados habitats. Houve
positividade para DENV-1, DENV-2 e DENV-4 em 19 pools de A. albopictus. ELISA e
soroneutralizacdo realizado com soro dos mamiferos foram positivos para todos 0s sorotipos
em duas espécies, uma de roedor e outra de marsupial. No Brasil, este é o primeiro relato de
sorologia e virologia positivas para dengue-virus em pequenos mamiferos. Apesar de ainda
ndo se saber qual o real papel dessas espécies na epidemiologia da doenca, especula-se que
ocorra a manutencdo local do virus, fazendo dos pequenos mamiferos uma fonte de infeccéo
para 0S mosquitos e para transmissdo interepidémica da doengca. Uma vez que pequenos
mamiferos também podem ser utilizados como fonte alimentar para as fémeas de A.
albopictus, a espécie pode vir a participar de ciclos enzodticos de diversos patdgenos
presentes nesses mamiferos, incluindo a dengue. Com o novo quadro relatado de possivel
transmissdo e manutencdo de dengue em areas de remanescente de mata urbana, a
abrangéncia da doenca se altera 0 que, consequentemente, leva ao questionamento da

metodologia de controle da doenca frente a um novo quadro epidemiolégico relatado.



ABSTRACT

Dengue is an arbovirus that it caused by Dengue virus and transmitted by Aedes aegypti in
Brazil and A. albopictus in Southeast Asia. Currently, the only available measure to break the
virus transmission chain it’s fighting the vectors involved in the transmission since there is no
vaccine or specific medication. Aedes albopictus in forest remnants inside urban areas may be
a link in the arboviruses transmission to man, as it features eclectic behavior regarding host-
seeking habit, and these places have greater proximity to humans. The fauna survey of
mosquitoes and small mammals present in urban forest remnants is needed to understand the
dynamics of environmental change, mainly anthropogenic character. With this set up risk
factors in certain habitats, this may be related to the movement of viral agents among wild,
domestic and vector. The aim of this study was to detect the presence of Dengue virus in A.
albopictus and wild small mammals present in Cerrado and Atlantic Forest remnants in urban
area of Minas Gerais State, Brazil. Were collected monthly (April/2011 to May/2012 ) of
mosquitoes and small mammals in different areas of remaining forest in Sabar&/MG. Aedes
albopictus was tested by real-time PCR for detection of Dengue virus. The mammals had
blood collected for serological tests (ELISA and soroneutralization) and for viral detection by
conventional PCR. We collected 26 mosquitoes species and eight of small mammals. It was
found that the mosquitoes species profile varied according to local and show that they prefer
some kind of habitats. There were positivity for DENV-1, DENV-2 and DENV-4 in 19 pools
of A. albopictus. Serological tests of mammals were positive for all serotypes in two species,
rodent and marsupial. In Brazil, this is the first report of virology and serology positive for
dengue-virus in small mammals. Although up to now we don’t understand what is the role of
these species in dengue epidemiology, it is speculated to occur on-site maintenance of the
virus, making small mammals as a source of infection for mosquitoes and disease
interepidemic transmission. Since small mammals can also be used as a blood source for A.
albopictus females, the species can come to participate in enzootic cycles of various
pathogens in these animals, including dengue. With the new framework reported the possible
transmission and maintenance of dengue in areas of remnant urban forest, the scope of the
disease changes and leads to questioning and a differentiated approach to disease control in

front of a new framework epidemiological reported.



1. INTRODUCAO

1.1. Aedes albopictus: biologia, ecologia e sua relacdo com a transmissao de

arboviroses

Os insetos conhecidos popularmente no Brasil como mosquitos, pernilongos,
murigocas ou carapanas pertencem a ordem Diptera e familia Culicidae (Consoli & Oliveira
1994). Nesta familia destaca-se Aedes (Stegomyia) albopictus Skuse 1894, considerada a
segunda espécie em importancia para 0 homem, como vetor do dengue-virus, sendo superado
apenas pelo Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus 1762) (Knudsen 1995). A espécie, assim
como os demais membros da familia, possui ciclo de vida do tipo holometabolo, ou seja,
passa por quatro estagios durante seu desenvolvimento: ovo, larva (com quatro estadios),
pupa e adulto (Forattini 2002).

Os criadouros dos mosquitos do género Aedes sdo considerados como de carater
transitorio e desenvolvem-se em recipientes artificiais e naturais, como ocos de arvores,
cascas de frutas, internddios de bambu (Borges 2001, Forattini 2002), aproveitando algumas
vezes dos mesmos tipos de criadouros do A. aegypti (Consoli & Oliveira 1994).

Aedes albopictus possui habitos diurnos, apresentando o pico da atividade
hematofagica nos periodos matutino e vespertino (Forattini 2002). A espécie apresenta uma
valéncia ecoldgica de maior amplitude, sendo considerada como silvestre, eclética e
oportunista quanto ao habito hematofagico (Borges 2001). Dificilmente entra nas casas, ndo
apresentando antropofilia acentuada como ocorre em A. aegypti (Tauil 2001, Castro-Gomes et
al. 2005).

O mosquito A. albopictus tem origem Asiatica, com distribuicdo priméria incluindo o
Sudeste do Continente Asiatico, Regido Oriental, Australasica, Oceania e Paleartica. Destas
localidades espalhou-se para a Europa, Africa, América do Norte e do Sul, além do Caribe e
em regides tropicais e subtropicais do globo (Miller & Ballinger 1988, Estrada-Franco &
Craig 1995, Castro-Gomes et al. 1999, La Corte 2003, Fé¢ et al. 2003, Braks et al. 2003, Eiras
2011), principalmente através do transporte de pneus contendo ovos e larvas da espécie (Gratz
2004). E denominado em algumas localidades como “Tigre Asiatico” (Knudsen 1995, Borges
2001, Benedict et al. 2007).

No Brasil, os primeiros relatos da presenca do A. albopictus foram realizados no ano

de 1986 em material proveniente de coletas do Estado do Rio de Janeiro (Forattini 1986) e em
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Sdo Paulo, no mesmo ano, onde larvas foram encontradas em recipientes artificiais na area
urbana (Brito et al. 1986). No ano seguinte, a espécie foi encontrada em Belo Horizonte (MG)
(Neves & Spinola 1987). Vinte e sete anos apds sua deteccdo no Brasil, a espécie é
encontrada em 21 dos 26 Estados brasileiros mais o Distrito Federal (Fig. 1), sendo que esta
infestacdo pode ser mais abrangente, devido principalmente a caréncia de investigacdes

entomologicas (Castro-Gomes et al. 2008).

R (7e)
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{ ) Numero de municipios infestados
por Aedes albapictus

Furite: Minksdrio da Saide, Secretaria de Vigl2ncla em Saide, Dirstoria Técnica de Gestae, Coordenagie-Geral do Programa Mackenal de Conrole da Denjue.

Figura 1- Distribuicdo de Aedes albopictus no Brasil (Castro-Gomes et al. 2008).

Vérios trabalhos tém demonstrado a suscetibilidade desta espécie a diferentes
arbovirus, como Chikungunya Virus, virus da Encefalite Equina, La Crosse Virus, Oroupoche
virus (Shroyer 1986, Hawley 1988, Estrada-Franco & Craig 1995, Mitchell 1995, Borges
2001, Gratz 2004, Lambert et al. 2010). Em condicdes laboratoriais no Japdo e Italia, A.
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albopictus mostrou-se competente para transmitir a Dirofilaria immitis (Leidy 1856) (Konishi
1989, Cancrini et al. 1995).

O primeiro registro que relacionou A. albopictus com a transmissao de Dengue virus
foi realizado nas Filipinas em 1926 (Siller et al. 1926 apud (Ibanez-Bernal et al. 1997).
Simmons et al. (1931) permitiram que voluntarios com dengue em periodo de viremia fossem
picados por fémeas de A. albopictus criadas em laboratério. Decorrido o periodo de incubagdo
extrinseca (tempo necessario para replicacdo viral e migracdo das particulas infectantes para
as glandulas salivares do mosquito), as mesmas fémeas foram aptas a transmitir o virus para
voluntarios saudaveis. Esta espécie é a principal transmissora do virus da dengue no Sudeste
Asiatico (Shroyer 1986) e é considerada vetora de manutencéo de dengue em areas rurais de
paises endémicos do Sudeste Asiatico e Ilhas do Pacifico (Gratz 2004).

Nas Américas o primeiro isolamento de Dengue virus (DENV-1) em A. albopictus foi
constatado em 1993 (Serufo et al. 1993) a partir de larvas provenientes do municipio de
Campos Altos, MG. Posteriormente, estudos realizados com larvas e adultos de Stegomyia
albopicta (A. albopictus) na cidade de Pompéu, MG, detectaram a transmissdo vertical de
DENV-2 (Cecilio et al. 2009). Coletas de mosquitos realizadas em Santos (SP) também
detectaram adultos e larvas da espécie infectados com DENV-3 (Figueiredo et al. 2010).

O papel do A. albopictus na transmissdo do Dengue virus na epidemia de dengue
ocorrida na cidade de Vitoria (ES) em 1998 foi investigado e se sugeriu que a espécie ainda
ndo pode ser considerada vetor inter-humano de dengue no Brasil (Degalliér et al. 2003). O
aumento da populacdo desta espécie pode contribuir para elevar o risco de transmissdo de
dengue, apesar de ndo existir comprovacdo da transmissdo do virus pelo A. albopictus no pais
(Alencar et al. 2008). Contudo, existem indicios de que a espécie possa ter tido participacao
na epidemia de dengue ocorrida na cidade de Santos em 1999 (Figueiredo et al. 2010).

Apesar das evidéncias anteriormente citadas da circulacdo de DENV em larvas e
adultos de A. albopictus, 0 MS ndo reconhece a espécie como vetora de dengue no Brasil,
sendo todas as medidas de controle voltadas exclusivamente para A. aegypti (Brasil 2002a,
2013a).

A dificuldade em se controlar a expansao do A. albopictus ja foi descrita por Estrada-
Franco & Craig (1995), devido principalmente a sua distribuicdo em criadouros naturais e
artificiais em &reas urbanas, peri-urbanas e silvestres. Castro-Gomes et al. (2005) alertaram
sobre a ocupacdo pelo A. albopictus de areas urbanas com presenca de vegetacdo, pois esses
locais ndo estdo incluidos na rotina de vigilancia entomoldgica do Programa Nacional de
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Controle de Dengue (PNCD). O encontro da espécie em ambientes silvestres, rurais,
suburbanos e urbanos e sua transicdo por entre estes diferentes habitats permite uma
proximidade do mosquito com o0s seres humanos e possivelmente uma maior exposicao destes
a varias arboviroses, incluindo dengue (Miller & Ballinger 1988, Mitchell 1995, Gratz 2004,
Alencar et al. 2008).

Aedes albopictus é espécie invasora, com alto grau de dispersdo e adaptacao,
apresentando potencialidade de ocupar diferentes ambientes. Aliada a sua avidez e preferéncia
por se alimentar em mamiferos, especula-se que a espécie possa atuar como vetor da febre
amarela e dengue também nas Américas (Shroyer 1986, Ali & Nayar 1997, Borges 2001,
Forattini 2002, Gratz 2004, Alencar et al. 2008). Sua competéncia vetorial vem sendo objeto
de investigacdo devido ao seu habitat silvestre, que pode estabelecer um elo entre o ciclo de

arbovirus em mamiferos e no homem (Alencar et al. 2008, Barreto & Teixeira 2008).

1.2. Métodos de coleta de culicideos

O monitoramento de vetores realizado através da coleta dos insetos pode determinar
mudancas geograficas e realizar medi¢gdes populacionais ao longo do tempo, fornecendo
subsidios para intervencdes na saude publica (Brasil 2009). Pode também estabelecer padrdes
de sazonalidade, de riqueza, composigéo e estrutura da comunidade, possibilitando a tomada
de decisdo para atividades de conservacdo em conjunto com medidas epidemioldgicas
(Beketov et al. 2010). Esse monitoramento pode ser realizado através da coleta de ovos,
larvas, pupas e adultos dos vetores. Com os dados da identificacdo do material sdo gerados
indices entomoldgicos, utilizados para se estipular risco de transmissdo de patdgenos e
medidas de infestacdo do vetor (Castro-Gomes 1998, Brasil 2009).

Armadilhas de oviposicdo sdo depdsitos de dgua alocados em locais estratégicos com
intuito de se atrair fémeas para postura de ovos (Brasil 2001). Para a coleta de ovos de
culicideos, principalmente A. aegypti, a ovitrampa, descrita na década de 1960 por Fay &
Perry (1965) e modificada por Fay & Eliason (1966), foi utilizada inicialmente no
monitoramento de vetores da febre amarela e ainda hoje € utilizada em alguns municipios
como metodologia para deteccdo de vetores de dengue (CDC 1967, Brasil 2001, AFPMB
2012). Constituida por pote preto fosco, possui em seu interior agua ou infusdo de graminea
diluida e uma palheta de madeira compensada de 10 x 2.5cm, onde as fémeas depositam seus
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ovos. A ovitrampa apresenta alta sensibilidade para detec¢édo de populagdes de Aedes spp. em
campo quando comparado a pesquisa larvaria, ou seja, busca por formas larvais nos
criadouros (Braga et al. 2000, Gama et al. 2007). Apesar de sua sensibilidade, a ovitrampa
demanda tempo em laboratorio para a eclosdo, crescimento e identificacdo das larvas, o que
atrasa a obtencao do resultado em uma semana ou mais (Facchinelli et al. 2008).

O monitoramento larvario ou pesquisa larvaria consiste na busca ativa por criadouros
positivos para formas imaturas de mosquito no intra ou peridomicilio. E a metodologia padrao
na investigacdo entomologica preconizada pelo PNCD e relacionada a epidemiologia de
dengue no Brasil (Brasil 2001, 2009). Sao realizadas coletas bimestrais ou quatro
levantamentos répidos de indices entomoldgicos (LIRAa) por ano, para avaliar e controlar a
situacdo vetorial local (Brasil 2009).

Também sdo utilizadas armadilhas para captura de larvas, denominadas larvitrampas,
para monitoramento do vetor em areas como portos fluviais ou maritimos, aeroportos e
rodoviarias. Constituida de material preto fosco, como parte de pneu usado, possui 2/3 do seu
volume preenchido com &gua e tem como objetivo detectar precocemente infestacdes
importadas (Brasil 2001). E uma armadilha que requer monitoramento rigorosamente
semanal, pois se as formas imaturas ndo forem retiradas, o local pode vir a se tornar um
criadouro (Lima et al. 1989, Brasil 2001, 2009).

Métodos amostrais e indicadores de abundancia de vetores de dengue, em especial A.
aegypti, sdo tradicionalmente baseados em indices de monitoramento gerados a partir de
coletas larvais ou de ovos. Apesar disso, pouco se aproximam da abundancia de adultos e
possuem uso limitado quanto & estimativa do risco de transmissdo do patdgeno (Focks 2003).

O uso de armadilhas para captura de vetores adultos é fundamental para o
desenvolvimento de novos indicadores de risco de transmissdo de patdgenos e de densidade
vetorial (Castro-Gomes 1998, Gubler 1998). O monitoramento de mosquitos adultos por
armadilhas possibilita também analisar a distribuicdo espacial, paridade, suscetibilidade a
patdgenos, resisténcia a inseticidas e entrada de espécies exoticas (Barata et al. 2001,
Kroeckel et al. 2006, Ritchie et al. 2006, Eiras & Resende 2009). Apesar de sua utilidade,
Focks (2003) alerta que a aplicacdo dessa metodologia deve estar inserida em um contexto
operacional ou de pesquisa, por ainda ndo se saber a relacdo entre o numero de adultos
coletados e a populagcdo real em campo e, também, a relacdo entre nimero de adultos e

transmissdo do patégeno.
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Os métodos para coletar mosquitos adultos como a isca humana (Service 1993a, b) e
aspiradores portateis (Nasci 1981) nao tém sido usados para monitoramento do vetor, uma vez
que sdo invasivos, laboriosos e expdem técnicos no campo ao risco de serem infectados por
patdgenos (Reiter & Nathan 2001). Além disso, os resultados obtidos através destas
metodologias podem variar de acordo com a habilidade humana e a motivagdo do operador
(Service 1993a).

Algumas armadilhas tém sido utilizadas em pesquisa para 0 monitoramento da
populacdo de adultos de A. aegypti e A. albopictus, como a Adultrap® (Castro-Gomes et al.
2007, Maciel-de-Freitas et al. 2008) e a MosquiTRAP® (Favaro et al. 2006, 2008, Gama et al.
2007, Eiras & Resende 2009), que coletam fémeas gravidas a procura de criadouros. Ambas
sdo consideradas armadilhas passivas, pois ndo se utilizam de mecanismos de suc¢do ou
equipamentos elétricos para capturar os insetos. Ja armadilhas como Fay-Prince (Fay &
Prince 1970, Canyon & Hii 1997, Jones et al. 2003), CDC® (Sudia & Chamberlain 1962,
Silva et al. 2005, Xue et al. 2008, Hoel et al. 2009) e BG-Sentinel® (BGS) (Biogents AG,
Regensburg, Germany) (Kroeckel et al. 2006, Maciel-de-Freitas et al. 2007, Gama et al. 2012,
Azara et al. 2013) que capturam fémeas a procura de repasto sanguineo, sdo consideradas
armadilhas ativas, por possuirem mecanismos de succdo ou auxilio elétrico para realizar a
captura dos insetos.

A BGS é uma armadilha composta por um sistema de ventilador que proporciona um
fluxo de ar em direcdo ao seu interior, o qual aspira 0s mosquitos para um saco coletor, e um
atrativo sintético quimico (BG-Lure®), composto por aménia, acido latico e acido capréico
que mimetiza o odor humano (Geier et al. 2004, 2006, Kroeckel et al. 2006). A dinamica de
circulacdo dos odores provenientes do atrativo na armadilha forma correntes de conveccgdo
gue simulam aquelas emanadas por um hospedeiro humano (Geier et al. 2006, Farajollahi et
al. 2009). Esta armadilha foi desenvolvida no Departamento de Zoologia do Instituto de
Biologia da Universidade Regensburg (Alemanha) em parceria com o Laboratério de
Ecologia Quimica de Insetos Vetores, Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Minas Gerais - ICB/UFMG, Brasil.

Varios estudos indicam a armadilha BGS como ferramenta para captura de culicideos,
em especial A. aegypti e A. albopictus (Maciel-de-Freitas et al. 2006, Krueger & Hagen 2007,
Hapairai et al. 2013). A armadilha BGS foi avaliada em campo em Belo Horizonte (MG),
sendo considerada uma ferramenta sensivel para medir a densidade de A. aegypti (Kroeckel et
al. 2006).
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Sabe-se que o gas carbdnico (CO,) é o estimulo olfatério mais importante envolvido
na procura de hospedeiros por mosquitos, que detectam a diferenca de concentragdo do gas
entre a atmosfera e a do ar emanado pelo hospedeiro (Gillies 2009). Armadilhas como a CDC
e a Fay-Prince séo utilizadas iscadas com CO, para aumentar 0 nimero de mosquitos adultos
capturados (Service 1993a, Xue et al. 2008). Ao se adicionar CO, na BGS em area urbana da
Austrélia, obteve-se um aumento de 33 vezes na captura de fémeas de A. albopictus, quando
comparada com a armadilha CDC (Meeraus et al. 2008).

Alteracbes no modelo original da BGS (BG-Malaria) tém permitido a coleta de
espécimes do género Anopheles, especialmente Anopheles (Nyssorhyncus) darlingi Root 1926
no norte do Brasil (Gama et al. 2013). Levantamento da fauna de culicideos realizada na
cidade de Porto Velho (RO) utilizando a BGS acrescida de gelo seco como fonte de gas
carbénico, resultou na captura de nove géneros de culicideos (Coquillettidia, Culex,
Mansonia, Psorophora, Aedes, Aedeomyia, Anopheles, Uranotaenia e Wyeomyia) (Gama et
al. 2012). Estes resultados indicaram que a armadilha também pode ser utilizada como
metodologia de amostragem de culicideos adultos, por coletar outros géneros além do Aedes
(Gama et al. 2012).

As forcas armadas dos EUA publicaram um guia de bolso para controle de vetores de
Chikungunya virus e Dengue virus, onde relataram que a BGS é uma ferramenta melhor do

gue a CDC para o monitoramento de A. aegypti e A. albopictus (AFPMB 2012).

1.3. Estudo da paridade das fémeas de Aedes

A estimativa de porcentagem de fémeas paridas numa populacdo de mosquitos € util,
pois é um indicativo de que as fémeas ja realizaram ao menos uma alimentacao sanguinea e,
com isso, podem estar infectadas por patdgenos (Hoeck et al. 2003). Fémeas que ainda ndo
realizaram nenhuma postura de ovos sdo denominadas nuliparas e aquelas que ja fizeram pelo

menos uma oviposicao, sdo denominadas oniparas ou paridas (Detinova 1962, Forattini 2002)
(Fig. 2).
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Figura 2 - Ovério de culicideos. A. Ovério de fémea nulipara com extremidades das traqueiolas

noveladas (seta); B. ovario de fémea onipara ou périda com extremidades das traqueiolas distendidas
(seta) (Reiter & Nathan 2001).

Os dados obtidos com o estudo da paridade das fémeas fornecem estimativas sobre a
idade fisiol6gica da populacdo de culicideos e, a partir de sua analise, é possivel avaliar
modificacbes na proporcdo dos individuos da populacdo e estabelecer sua significancia
epidemioldgica (Detinova 1962, Forattini et al. 1993). Uma revisdo sobre a biologia de A.
albopictus detectou que fémeas dessa espécie em laboratorio apresentaram concordancia
gonotréfica, ou seja, realizaram um repasto sanguineo para cada postura de ovos, e poucas
fémeas de campo precisaram realizar mais de um repasto sanguineo para realizar a oviposicao
(Hawley 1988). Em estudo sobre a sobrevivéncia de populagdes de A. albopictus em ambiente
urbano e rural, percebeu-se discordancia gonotrofica (a realizacdo de mais de um respasto
para uma postura de ovos) quando sua idade fisiol6gica foi analisada. Este fato implicaria em
um incremento na probabilidade da fémea se infectar e transmitir patégenos de um hospedeiro
para outro (Fernandez & Forattini 2003).

1.4. Dengue

A dengue é hoje a mais importante arbovirose que afeta 0 homem e constitui-se em
sério problema de salde publica no mundo, especialmente nos paises tropicais, onde as
condi¢des ambientais favorecem o desenvolvimento e a proliferagdo de seu principal vetor, A.
aegypti (Brasil 2002a, WHO 2009). Estima-se que 50 milhdes de pessoas sejam infectadas

pelo virus anualmente e que 2,5 bilhdes vivam em areas endémicas (Fig. 4) e, com isso, em
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risco de adoecerem (Deen et al. 2006, Halstead 2007, 2008, WHO 2009, San Martin et al.
2010).

A dengue apresenta como agente etiologico os virus da familia Flaviviridae, género
Flavivirus, sendo conhecidos quatro sorotipos antigenicamente distintos, denominados
DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (Gubler 1998, Halstead 2008). Sédo virus RNA fita
simples positiva (ss+RNA), envelopados e com o genoma contendo aproximadamente 11kb
(Holmes & Twiddy 2003). Cada sorotipo apresenta ainda variantes genéticas ou genotipos,
com alta similaridade nas sequéncias nucleotidicas, que podem estar relacionados com formas
mais severas ou brandas da doenca (WHO 2009, Acosta et al. 2011).

A particula viral madura (Fig. 3) apresenta 50 nm de diametro e possui multiplas
copias das trés proteinas estruturais [a do capsideo (C), a precursora de membrana (prM) e a
proteina do envelope, (E)], uma membrana bicamada derivada do hospedeiro e uma cépia de
RNA fita simples (WHO 2009).

A B
100 nts 400- 700 nts
proteinaE —p LN € _ sSRNA+
E Ly %
proteinaM \ [ YN NS1 2A 2B NS3 4R 4B NSS : Q
proteinas ndo-estruturais
‘ proteinaC

Figura 3- Esquema da particula viral e do genoma de dengue-virus A. Estrutura viral; B. Estrutura
geral do genoma do dengue-virus. Regifes ndo tradutoras 5' e 3' (UTRs) e open reading frame
(ORF) indicando proteinas estruturais (C-prM-E) e néo estruturais (NS1-NS2AB-NS3-NS4AB-NS5):
(Clyde et al. 2006 adaptado).

A transmissao de dengue ocorre quando uma fémea de Aedes realiza hematofagia em
uma pessoa infectada com o virus durante o periodo de viremia (um dia antes da febre até
aproximadamente o sexto dia da doenca) (Brasil 2006). Decorrido o periodo de incubacgéo
extrinseca (periodo necessario para replicacdo, maturagdo das particulas virais e migracéo

para as glandulas salivares), que pode variar entre oito a 12 dias ap0s a picada infectante, a

28



| Mapa | Satélite
o gy -
g : 12013 10ams
, :  Mowron Y« b [[) 2012 vellow Book

= Wongolie o [ 2010 vellow Book
Pacific '
Ocean

South
Atlantic.
e

AL

Google
C

@ Country Level ? Local or Province Level

I I s D G — N ]
Absent Unlikely Uncertain Likely Present

Figura 4- Areas de risco de transmissdo de dengue. Escala colorimétrica indica areas sem transmissdo (verde) até areas com transmissdo detectada
(vermelho). Marcacgdes em pontos apontam casos locais e regionais de dengue em 2013 (CDC 2013a).
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fémea ja estara apta a transmitir o Dengue virus para outro hospedeiro por meio da saliva
infectada com o virus (Halstead 2008).

A dengue é uma doenca infecciosa febril aguda cujas manifestacfes clinicas,
sintomatologia e gravidade s&o bem diversas entre os pacientes. Fatores como infeccdo
secundaria pelo dengue-virus, idade, sexo, estado nutricional e doencas crbnicas tem
interferéncia direta na severidade da dengue (Vaughn et al. 2000). De forma geral ha quadros
de casos assintomaticos ou oligossintomaticos, passando pela dengue classica com febre alta,
artralgia, mialgia, exantema, dor retrorbital até dengue hemorréagica e sindrome de choque da
dengue (dengue severa) (WHO 2009), sendo este ultimo frequentemente fatal devido a
permeabilidade capilar e ao extravasamento de plasma anormais, além do quadro hemorragico
grave (Brasil 2006, San Martin et al. 2010).

A resposta imunoldgica adquirida por uma infeccdo por dengue-virus consiste na
producdo de anticorpos IgM e IgG contra proteinas do envelope do virus. O perfil
imunoldgico é diferenciado na infec¢do primaria (primeiro contato com dengue ou outros
Flavivirus) ou secundaria (contato prévio com os virus), sendo o diagnostico dependente da
fase da infeccdo (CDC 2013b). Durante uma primeira infecgdo ha o aumento de anticorpos
IgM, entre 0 5° e 6° dias da doenca, e de 1gG apds aproximadamente sete dias. Na infeccao
secundarias, os titulos de IgG sdo detectados mesmo na fase aguda da doenca, sendo IgM
menos detectado ou em alguns casos até ausente. Portanto, anticorpos IgM sdo marcadores de
infeccdo recente e os altos titulos de IgG um critério para deteccdo de infeccdo secundaria
(Guzmén & Kouri 2004) (Fig. 5).

Infeccao Primaria Infeccao Secundaria

Figura 5- Representacdo do perfil da resposta imunoldgica das infec¢bes por dengue-virus. (CDC
2013b adaptado).
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No Brasil ha relatos de casos de dengue ocorridos nos Estados de Sdo Paulo e Rio de
Janeiro, no periodo de 1846 a 1853. Apesar disso, as primeiras citacdes na literatura cientifica
datam de 1916 em S&o Paulo e em 1923 em Niteroi (Barreto & Teixeira 2008). Na regido da
Amazonia foi realizado um inquérito sorologico entre 1953 e 1954, encontrando-se
positividade para o virus da dengue em moradores locais, sugerindo que houve circulacdo
viral na regido. Nas décadas de 1950 e 1960 o A. aegypti foi considerado erradicado do pais,
sendo reintroduzido em seguida, infestando praticamente todos os estados do Brasil (Teixeira
et al. 1999).

A primeira epidemia de dengue com confirmacédo laboratorial no Brasil aconteceu em
1982, na cidade de Boa Vista (RO) onde foram isolados dois sorotipos: DENV-1 e 0 DENV-4
(Cémara et al. 2007). Em 1986 houve a reintroducdo do sorotipo DENV-1 e em 1990 do
DENV-2, ambos no Rio de Janeiro. Apos esse evento, a circulacdo viral se expandiu assim
como o vetor A. aegypti. Em 2003, também no Rio de Janeiro, ocorreu pela primeira vez o
isolamento de DENV-3 (Teixeira et al. 2005) e em 2005 amostras de pacientes em Manaus
(AM) foram positivas para DENV-4 (Figueiredo et al. 2008), sendo a circulacdo do sorotipo
reconhecida pelo MS somente em 2011 (Brasil 2011a).

Atribui-se a introducdo de novos sorotipos as ondas epidémicas de dengue que
ocorreram no Brasil nos periodos de 1986-1987, 1990-1991 (nesse periodo sendo detectados
0s primeiros casos de dengue hemorragica) e 1997-1998, devido também a rapida dispersédo
do vetor em grande extensdo territorial que possibilitou a circulagdo viral em maior nimero
de Estados e Municipios e provocou uma rapida ascensdo da doenca. Em 2003 foi registrado
0 maior nimero de casos de dengue notificados (800 mil) até entdo (Braga & Valle 2007). E,
com a reintroducdo do sorotipo DENV-2 entre 2007 e 2008, houve o maior nimero de casos
fatais de dengue (158) registrado no Brasil (San Martin et al 2010).

Em Minas Gerais, a partir de 1990, houve um crescente no nimero de casos
confirmados de dengue, sendo registrados 286 em 1991, 2.832 em 1995 e 147 mil em 1998.
Entre 2000 e 2009 a média anual de casos foi de 35 mil, sendo que, em 2010, ocorreu a maior
epidemia até entdo registrada, com aproximadamente 215 mil casos notificados da doenca e
106 obitos. Entre 2011 e 2012 houve média de 35 mil casos confirmados (FUNED 2012, SES
2012).

De acordo com o mais recente boletim epidemioldgico da Secretaria Estadual de

Salde de Minas Gerais, até a semana epidemioldgica 38 (15 a 21/09/2013) foram
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confirmados 293,325 com registro de 105 6bitos decorrentes da doenga no Estado, superando
0s casos registrados em 2010 (SES 2013) (Fig. 6).
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Figura 6- Numero de casos de dengue notificados em Minas Gerais entre 0s anos 1990-2013.
(SINANOnNline e DVA/SVEAST/SubVPS/SES-MG 2012/2013 dados parciais sujeitos a revisao.
Adaptado de SES 2013).

Atualmente os quatro sorotipos estdo circulando concomitantemente no Estado e
aproximadamente 80 % dos Municipios mineiros possuem altas e médias taxas de transmissao

de dengue (Fig. 7).

. Alta transmissio
Média transmissio
Baixa transmissiao

Referéncia:
incidéncia até 100 casos/100.000 hab - baixa transmissdo

incidéncia entre 100 e 300 casos/100.000 hab - média transmissdo
incidéncia acima de 300 casos/100.000 hab - alta transmissdo

Fonte: Planilha Simplificada - DVA/SVEAST/SubVPS/SES-MG e SINAN ONLINE

Obs: *Casos notificados -Dados parciais até 17/04/2013 sujeitos a alteragdes

Figura 7- Municipios do Estado de Minas Gerais e taxas de transmissdo de dengue. (SES 2013
adaptado).
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Dados sobre histérico de dengue e epidemiologia da doenca no municipio de Sabara
sdo escassos na literatura. Contudo, verifica-se no SINAN (Sistema de Informacdo de
Agravos de Notificacdo) e nos boletins epidemioldgicos publicados pelos Estados e MS, a
notificagdo de 2,979 casos entre os anos de 2007 e 2012, sendo destes 29 casos confirmados
no ano de 2011 e 50 em 2012 (MS 2013). Até abril/2013 foram 515 casos notificados com 33
confirmacdes no Municipio (Sabara 2013a).

Atualmente percebe-se que o perfil epidemiologico de dengue varia devido a fatores
como a introdugdo de novo sorotipo, idade e condi¢do de saide da populacdo humana, além
de fatores climéticos, dentre outros. Observa-se um padrdo sazonal com picos de nimero de
casos notificados variando entre trés e cinco anos, sendo este periodo mais curto a cada ano
(San Martin et al 2010).

1.5. Dengue e outras arboviroses em mamiferos silvestres

O termo arbovirose (derivado da expressdo inglesa “ARthropod + BOrne +
VIRUSES”) foi primeiramente utilizado em 1942 para descrever membros de um grupo de
viroses animais que se multiplicavam em artropodes e eram transmitidos para hospedeiros
vertebrados através da picada, sendo seu uso recomendado no International Subcommittee
Viral Nomenclaturein em 1963 (WHO 1985). Dentre os artropodes, os culicideos representam
importante grupo de transmissores de arbovirus, envolvidos no ciclo epidemioldgico de
Dengue, Febre Amarela, Rocio, Chikungunya, Encefalite Eqiiina Venezuelana, febre do Oeste
do Nilo entre outros (Gratz 1999).

Virus pertencentes as familias Bunyaviridae (Nunes et al. 2005) e Flaviviridae (de
Thoisy et al. 2009) apresentam como hospedeiros e reservatorios naturais aves e pequenos
roedores, dentre outros mamiferos, que sdo suscetiveis e capazes de circular em altos titulos, o
que permite a infeccdo do vetor (WHO 1985). A ocorréncia e a notificacdo de surtos
relacionados a esses virus, como dengue, febre amarela e Chikungunya podem estar
diretamente relacionadas com a circulacdo viral em roedores e outros mamiferos em areas
adjacentes aos surtos (De Thoisy et al. 2009).

Vaérias espécies de pequenos mamiferos possuem importancia epidemioldgica por

fazerem parte da manutencdo, amplificacéo e disseminagdo de diferentes patdgenos, como 0s
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causadores arboviroses (MacLean 1991), peste bubdnica e hantaviroses (OPAS/MS 2008),
sendo o conhecimento da dinamica populacional dos reservatorios fundamental para a saude
publica.

O envolvimento de vertebrados silvestres na transmissdo natural de arboviroses foi
primeiramente documentado na década de 1940, com estudos comparando a suscetibilidade
de animais domésticos e silvestres ao virus da encefalite equina (Hommit 1940 apud
MacLean 1991). Em revisdo sobre arboviroses em passaros e mamiferos silvestres nos EUA,
verificou-se que estes foram considerados suscetiveis e hospedeiros de 63 arbovirus
registrados no pais e centenas de outros virus no mundo (MacLean 1991).

No Brasil, foram realizadas coletas de pequenos mamiferos em area de mata em
Belém (PA), utilizando armadilhas iscadas e a metodologia de captura-marcagdo-recaptura.
Houve a captura de roedores e marsupiais de cinco géneros e espécies. Por meio de inquérito
soroldgico com o sangue coletado dos mamiferos, foram detectados arbovirus em 12 roedores
e trés marsupiais. No mesmo trabalho foram isolados os virus Bussuquara e Naples de
Proechimys, sendo este género um provavel hospedeiro para o virus (Causey 1964).

Alguns virus do género Flavivirus sdo mantidos como zoonoses silvestres que,
ocasionalmente, podem acometer o homem e animais domésticos. Na Africa e na Asia, tem-se
demonstrado que Flavivirus circulam entre macacos, mas ainda ndo ha comprovacao se € um
ciclo primitivo ou um ciclo humano retrogrado (Teixeira et al. 1999). Outro exemplo € o virus
da febre amarela que apresenta como reservatorios macacos Callitrichidae e Cebidae no ciclo
silvestre. Esse virus é transmitido pela picada das fémeas de Haemagogus janthinomys, H.
leucocelaenus, Sabethes spp. em campo, e por A. albopictus, em condicBes de laboratorio
(Degalliér et al. 1992).

Um inquérito sorolégico para febre amarela, encefalite Saint Louis e dengue foi
realizado em amostras de individuos pertencentes a 27 espécies de mamiferos na Guiana
Francesa. Para febre amarela 10 espécies pertencentes as ordens Primata (3), Rodentia (2),
Artiodactyla (1), Carnivora (1) e Xenarthra (3) foram positivas. A habilidade do virus da febre
amarela em infectar um grande espectro de hospedeiros e ser transmitido por uma serie de
culicideos sdo caracteristicas que contribuem para transmissdo interepidémica e para
emergéncia de focos urbanos. O virus da encefalite Saint Louis foi encontrado em trés
espécies: Bradypus tridactylus, Tamandua tetradactyla e Didelphis marsupialis, o que indica
que estes mamiferos podem contribuir com a manutencdo do virus entre epidemias e

amplificacdo viral antes e apds periodos epidémicos (Thoisya et al. 2004). Anticorpos anti-
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dengue foram encontrados em cinco espécies da ordem Xenartrha (Dasypus sp.),
Didelphimorphia (Metachirus nudicaudatus), Rodentia (Dasyprocta leporina, Coendou sp.) e
Artiodactyla (Mazama sp.), 0 que evidencia a circulacdo de virus da dengue em uma ampla
gama de mamiferos silvestres, indicando que estes animais podem estar expostos a dengue
(De Thoisy et al. 2004).

Para determinar se mamiferos silvestres podem se infectar com Dengue virus, 32
especies pertencentes as ordens Rodentia, Marsupialia e Chiroptera foram coletados em éareas
de mata periurbana na Guiana Francesa entre 2001 e 2007. Destas, 14 foram positivas,
comprovadas por PCR de amostras de sangue e/ou figado. Foi encontrada positividade em
22% dos Rodentia (33 positivos/146 testedos), 12% dos Marsupialia (40/318), e 12% dos
Chiroptera (19/152). Quando se comparou as sequéncias dos virus dos mamiferos com o0s
virus da populagdo humana circulante concomitantemente as coletas, verificou-se alta
similaridade, o que indica que mamiferos presentes em &reas de mata periurbana podem se
infectar com virus circulantes em humanos, indicando um possivel papel de mamiferos néo
primatas na manutencdo do virus de dengue em ciclos silvestres enzooticos (De Thoisy et al.
2009).

O perfil epidemioldgico de dengue no Brasil indica uma doenca de carater urbano,
com transmissdo homem a homem através da picada do vetor A. aegypti, que apresenta
comportamento marcadamente antropofilico (Teixeira et al. 2005). Mas em paises da Africa,
Asia e na Guiana Francesa, existem indicios de um ciclo silvestre da doenca (Fig. 8), com a
participacdo de hospedeiros ndo humanos, como primatas, marsupiais, roedores e morcegos,
como reservatérios do virus (Fagbami et al. 1977 apud De Thoisy et al. 2009 , Teixeira et al.
1999, Thoisya et al. 2004, de Thoisy et al. 2009). Com a provavel participacdo de espécies de
mosquitos que apresentam perfil alimentar zo6filo ou mesmo eclético neste ciclo silvestre (De
Thoisy et al. 2009), o A. albopictus se torna um possivel elo de transmissdo de dengue entre

areas urbanas e silvestres (Teixeira et al. 1999).
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Figura 8- Representacdo de ciclo de dengue silvestre (esquerda) com envolvimento de primatas nao
humanos e ciclo urbano (direita) com o ser humano como hospedeiro definitivo (Whitehead et al. 2007

adaptado).

1.6. Diagnostico de arbovirus

Métodos de deteccdo e isolamento viral tém sido rotineiramente empregados para
varios arbovirus, em especial para dengue-virus. Estes representam técnicas diversas tais
como inoculacdo intracerebral em camundongos, cultivo em células de mamiferos, inoculacéo
intratoracica de mosquitos adultos e cultivo em células de mosquito (Guzman et al. 1996,
Vorndam & Kuno, 1997 revisado por Gubler 1998). O isolamento viral é utilizado para o
acompanhamento de estudos viroldgicos e também para a caracterizacdo bioldgica. A viremia
aparece durante o periodo de febre e a taxa de isolamento viral € maior nas amostras coletadas
até seis dias ap6s o inicio da doenca (Kao et al. 2005).

A caracterizagdo molecular de acido nucléicos, especialmente a PCR (Reagdo em
Cadeia de Polimerase), tem demonstrado grande aplicabilidade no diagnostico de DEN-V,
apresentando maior sensibilidade que o isolamento viral (WHO 2009). E um teste baseado na
extracdo, purificacdo, amplificacdo dos acidos nucléicos e deteccdo do produto amplificado.
Através da PCR, o material genético pode ser detectado diretamente no soro de pacientes, no

meio de cultura de células de mosquito infectadas e em larvas e adultos de mosquitos
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triturados (Lanciotti et al. 1992, Chan et al. 1994, Urdaneta et al. 2004, Cecilio et al. 2009). A
PCR usando transcriptase reversa (RT-PCR) foi desenvolvida para estudo de varios virus
RNA, e tem revolucionado os diagnosticos de laboratorio. No caso de DENV, a RT-PCR
permite uma rapida identificagcdo sorotipo-especifico (Gubler 1998, WHO 2009). O método é
sensivel, reprodutivel e pode ser usado para detectar RNA viral em amostras clinicas, tecidos
de autdpsia, mosquitos adultos e larvas. Foram desenvolvidos varios métodos que utilizam
oligonucleotideos iniciadores de regides diferentes do genoma viral, como por exemplo, 0s
genes que codificam as proteinas C-prM, proteina E, NS1 e NS5 (Figueiredo et al. 2008,
Vilela et al. 2010).

Mais recentemente a PCR em tempo real (QRT-PCR) também tem sido utilizada como
ferramenta para diagndstico de dengue (Gurukumar et al. 2009, Poloni 2009, Waggoner et al.
2013). E um teste rapido e que pode fazer diagndstico qualitativo (presenca-auséncia do virus)
ou quantitativo, contabilizando o RNA viral obtido da amostra. Ap6s o passo inicial de
amplificacdo do alvo escolhido (primeira PCR), sdo usadas sondas fluorescentes que se ligam
a fita dupla de DNA, permitindo a deteccdo do produto da reacdo em tempo real, sem a
necessidade de eletroforese (WHO 2009).

A deteccdo soroldgica € muito utilizada no diagnoéstico das infecgdes virais, uma vez
gue estas induzem uma resposta imunoldgica especifica mediada por anticorpos, que persiste
por tempo variavel podendo, dessa forma, ser detectavel por meio de varias técnicas (Flores
2007). Testes soroldgicos tém sido utilizados para o diagnostico da infeccdo pelo dengue-
virus, como inibicdo de hemaglutinacdo (HI), fixacdo do complemento (CF), teste de
soroneutralizacdo de reducdo de placa (PRNT), ensaio imunoenzimatico com imunoglobulina
G (IgG) indireta (IgG-ELISA) (Monath 1990, Gubler 1998, De Paula & Fonseca 2004). Dos
testes citados, a PRNT é a ferramenta mais especifica para diagnéstico de infec¢do causada
por DEN-V (Russell et al. 1967, CDC 2013b). Esse teste permite avaliar a interacdo entre
anticorpos presente no soro dos pacientes e o virus inoculado em placas, medindo-se o efeito
da neutralizacdo da infectividade viral na formacéo de placas de lise em células suscetiveis
(WHO 2007).

O ELISA (Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay) € um dos testes soroldgicos mais
utilizados, principalmente por sua alta sensibilidade e praticidade na execucdo, sendo capaz
de detectar tanto anticorpos de fase aguda (IgM), de fase convalescente (IgG) e mesmo de
antigenos (De Paula & Fonseca 2004, Tran et al. 2006).
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1.7. Culicideos de fragmentos florestais inseridos em area urbana

A familia Culicidae possui 3.523 espécies distribuidas em 112 géneros por todas as
regides do globo (Harbach 2012), sendo que a diversidade de mosquitos varia de acordo com
as regides biogeograficas. Na regido Neotropical sdo encontradas 31% das espécies
conhecidas, sendo os ambientes de Floresta Tropical os mais diversos e menos conhecidos.
Nas regides Oriental (30 %), Afrotropical e Australasia (22 %) Neartica (5 %) e Paleértica (3
%) sdo descritas diferentes porcentagens do total da riqueza de culicideos (Rueda 2008,
Guedes 2012).

No Brasil, existem cerca de 500 espécies descritas, sendo 20 destas com grande
importancia epidemioldgica médica e veterinaria. Para Minas Gerais existem 119 espécies
registradas em 168 municipios do Estado (Maciel 1962).

Os culicideos &o insetos que apresentam ampla diversificacdo no que se refere a locais
escolhidos como criadouros, sendo considerados ubiquistas por suas formas larvares serem
encontradas em pequenas colecbes formadas por dgua da chuva, mas também em remansos e
grandes colec¢des d’agua, com diferentes graus de concentragdo de nutrientes. A diversificagdo
também ocorre quanto ao héabito hematofagico das fémeas adultas, que podem se alimentar
em diversos vertebrados, principalmente mamiferos e aves (Forattini 2002).

A fragmentacdo de habitats € uma das mais importantes alteracBes ambientais na
paisagem global, gerando consequéncias para a biodiversidade, seja na paisagem e/ou nos
fragmentos florestais remanescentes (Mesquita 2009). Os fragmentos remanescentes inseridos
em areas urbanas sdo importantes para a persisténcia de varias espécies da flora e fauna,
sendo muitas vezes Unico reflgio para diversas espécies (Briani et al. 2001).

Estes espacos podem ser explorados por culicideos que apresentam diferentes graus de
sinantropia, o que pode propiciar o contato com humanos (Urbinatti et al. 2001, Barbosa et al.
2003). A possibilidade de encontro de vetores de patdgenos com a populacdo humana
incentiva o estudo da fauna presente em remanescentes de mata, seja esta de carater silvestre,
domiciliado ou na iminéncia de se tornar ambivalente (Barbosa et al. 2003).

Além de reflgio, nos remanescentes de mata os culicideos podem obter repasto
sanguineo de diferentes hospedeiros, sendo médios e grande mamiferos normalmente mais
utilizados como fonte de alimentacdo sanguinea (Alencar et al. 2005, Ponlawat & Harrington

2005, Lorosa et al. 2010), o que ndo exclui os pequenos mamiferos como fonte (Rao 1984).
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Coletas de culicideos em remanescente de mata urbana tem sido realizadas em
diversos municipios brasileiros, como em Linhares (ES) (Rezende et al. 2011), Curitiba (PR)
(Barbosa et al. 2003), Belo Horizonte (MG) (Silva & Neves 1989) e Recife (PE)
(Albuguerque et al. 2000), tanto para monitoramento de espécies com enfoque mais
ecoldgico, quanto para levantamento de potenciais espécies vetoras de patdgenos.

As fémeas da maior parte das espécies de culicideos exercem hematofagia e durante a
espoliacdo sanguinea causam incdmodo ao hospedeiro, podendo ainda transmitir patégenos
como virus, bactérias, helmintos e protozoarios (Forattini 2002). Além de apresentar
importancia quanto a transmissdo de patégenos ao homem, como dengue, febre amarela,
maléria e filariose, o estudo da culicidofauna também permite avaliar o grau de alteracéo
ocorrida em determinada regido (Montes 2005).

Os culicideos podem ser considerados bioindicadores de alteragdes ambientais pelo
aumento, diminuicdo ou auséncia de determinada(s) espécie(s). Espécies do género
Anopheles, subgénero Kerteszia, sdo encontrados em estreita relacdo com ambientes silvestres
e caracterizam ambientes conservados, principalmente de florestas primarias. A Tribo
Sabethini engloba espécies silvestres que podem ser encontradas em areas de vegetacéo
secundaria com perturbacdo antropica ndao acentuada e a tribo Mansonini apresenta espécies
com tendéncia a se adaptar a ambientes com alto grau de antropizacdo, assim como Aedes
scapularis (Rondani, 1848) e Culex (C.) quinquefasciatus Say, 1823 (Dorville 1996).

1.8. Pequenos mamiferos de fragmentos florestais inseridos em area urbana

A fauna de mamiferos no Brasil é rica, com mais de 650 espécies descritas (Reis
2006). Para o Estado de Minas Gerais, sdo consideradas 236 espécies de mamiferos, o que
engloba 35% das espécies do pais, nos diversos biomas do Estado: Mata Atlantica, Caatinga,
Campos Rupestres e de Altitude e Cerrado (Chiarello et al. 2008). As espécies de mamiferos
do Estado estdo distribuidas em 10 das 12 ordens que ocorrem no Brasil (Fig. 9), sendo

Rodentia e Chiroptera as mais diversas (Gerais 2009).
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Figura 9- NUmero de espécies de mamiferos por ordem no Estado de Minas Gerais (Minas 2009).

Minas Gerais é um Estado onde a diversidade de tipos de ambiente, aliada a diferencas
climaticas, grande variacdo na altitude e tipologias vegetacionais, proporcionam a ocorréncia
de ltos indices de endemismo e diversidade de mamiferos. Os dois biomas brasileiros
considerados como Hotspots mundiais, regides com elevada diversidade e endemismo e sob
alto grau de ameaca, estdo presentes em Minas Gerais: 0 Cerrado e a Mata Atlantica (Myers et
al. 2000).

O grupo denominado de pequenos mamiferos engloba espécies pertencentes as ordens
Rodentia, Didelphimorphia e Lagomorpha, com 108 espécies conhecidas para Minas Gerais,
sendo 83 roedores, 24 marsupiais e um coelho (Biota Minas 2009). Em 2011 o Instituto
Estadual de Florestas (IEF) langcou uma compilacdo das informac@es sobre a fauna de Minas
Gerais, onde apresentou um atlas de espécies de mamiferos encontradas em Unidades de
Conservagdo (IEF 2011).

Briani et al. (2001) constataram que Didelphis albiventris Lund, 1840 (gamba de
orelha branca) se adapta a ambientes alterados por acdo antropica, sendo sua predominancia
um indicador de degradacio ambiental. E uma das espécies de mamiferos silvestres mais
comuns no Brasil Central e apresenta grande relevancia ecoldgica, atuando no controle
populacional de insetos e alguns pequenos mamiferos, alem de ser um efetivo dispersor de
sementes (Céceres 2002). E frequentemente observado em ambientes antropicos rurais e
urbanos, apresentando alta sinantropia. Apresenta habitos crepusculares e noturnos, e por ser

onivoro e oportunista, pode se adaptar a diferentes ambientes, o0 que o torna um disseminador
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de doengas entre 0 homem, animais domésticos e silvestres (Muller et al. 2005). Outro
marsupial comumente encontrado em area de mata é o Gracilinanus microtarsus, ou catita,
espécie encontrada mais comumente na Mata Atlantica, mas ndo se restringindo somente a
este bioma, tendo entdo possibilidade de se adaptar a ambientes alterados pelo homem
(Umetsu & Pardini 2006).

Cerradomys subflavus (Wagner, 1842), o rato do mato, € um roedor que possui habitat
terrestre, em formacdes florestadas abertas da Mata Atlantica, Cerrado, Caatinga e Pantanal,
sendo considerado dispersor de sementes (Grenha et al. 2010). Guerlinguetus ingrami
Thomas 1901 (caxinguelé) é encontrado do sudeste da Bahia ao norte do Rio Grande do Sul,
possui habito diurno e arboricola, preferindo estratos baixos e intermediarios na Mata
Atlantica, Cerrado ou Caatinga. E um mamifero escansorial, primariamente
frugivoro/granivoro, mas que utiliza também na sua dieta fungos, além de outras partes
vegetais, como casca de arvores e flores (Ribeiro et al. 2010). Também apresentam
comportamento de predacéo e dispersao de sementes(Mendes & Junior 2011).

O coelho do mato ou tapiti, Sylvilagus brasiliensis (Linnaeus, 1758) tem como habitat
borda de matas e apresenta habitos noturnos, sendo muitas vezes utilizado na alimentagéo
humana (Alves et al. 2013).

A espécie Akodon cursor (Wagner, 1842), ou rato da mata, habita formacdes
florestais, areas abertas adjacentes e campos de altitude ao longo da Mata Atlantica e é
considerado como possivel reservatorio de hantavirus (Brasil 2002b). E endémico no Brasil e
América do Sul sendo encontrada na Mata Atlantica. Aparentemente, a a¢do antropica nao
interfere quanto a sua abundancia (Geise 2012). Apresenta habito alimentar onivoro, mas com
certa preferéncia insetivora (Finotti et al. 2012).

Os roedores conhecidos como ratinhos do arroz, Oligoryzomys sp., habitam formac6es
florestais, Mata Atlantica e Cerrado (OPAS/MS 2008). Este € um género que apresenta 28
espécies, sendo nove descritas para o Brasil, apresentando informacgdes anatdmicas de limites
morfolégicos e diferengas regionais mal estabelecidas, o que dificulta a sua identificacdo
especifica (Machado et al. 2011). Outro roedor, o rato do capim Necromys lasiurus (Lund,
1840) (=Bolomys lasiurus), habita em regides ecoOtones Cerrado-Mata Atlantica, sendo
dominante em habitats do Cerrado, Cerraddo e Campo Sujo (OPAS/MS 2008, Mesquita
2009). A espécie desempenha papel no ciclo de algumas zoonoses. Além de transmitir
hantavirus, pode participar do ciclo epidemioldgico da peste bubénica, principalmente na

epizootizacao da doenca no nordeste do Brasil (Brasil 2002b).
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O estudo de pequenos mamiferos presentes em remanescentes de mata urbana é
relevante, uma vez que a fragmentacdo afeta a fauna de diferentes formas, principalmente por
criar populacdes pequenas e parcialmente isoladas (Briani et al. 2001) e pode muitas vezes ser

a Unica oportunidade de preservacdo de algumas espécies (Barros 2007).

Figura 10- Espécies de pequenos mamiferos A. Akodon cursor; B. Cerradomys subflavus; C.
Necromys lasiurus. D. Oligoryzomys sp.; E. Guerlinguetus ingrami; F. Didelphis albiventris; G.

Gracilinanus microtarsus; H. Sylvilagus brasiliensis.
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2 JUSTIFICATIVA

A dengue é uma arbovirose que tem seu agente etioldgico, o dengue-virus, transmitido
por A. aegypti no Brasil e A. albopictus no Sudeste Asiatico. Atualmente, a Unica medida
disponivel para interromper a cadeia de transmissdo do virus causador dessa grave doenca é o
combate aos vetores envolvidos em sua transmissdo (Gubler 1998, Forattini 2002, WHO
2006), uma vez que ndo ha vacina nem medicacdo especifica (WHO 2009). Os casos
sintométicos de dengue sdo submetidos principalmente a suporte terapéutico, como repouso,
uso de antipiréticos, reidratacdo e transfusdo de sangue em casos graves (WHO 2009).

N&o ha relato no Brasil, até o presente momento, do envolvimento do A. albopictus na
transmissdo de dengue (Degalliér et al. 2003, Alencar et al. 2008), apesar da espécie ja ter
sido encontrada naturalmente infectada com o virus causador desta arbovirose (Serufo et al.
1993, Cecilio et al. 2009, Figueiredo et al. 2010). Assim, faz-se necessario conhecer o papel
do A. albopictus na epidemiologia da dengue no pais e ainda subsidiar programas de controle

e de monitoramento da espeécie (Focks 2003, Siqueira et al. 2005, Eiras & Resende 2009).

O mosquito A. albopictus presente em areas remanescentes de mata urbana pode ser
um elo na transmissdo de arboviroses silvestres para 0 homem, uma vez que apresenta
comportamento eclético quanto ao habito alimentar e, nesses locais, tem maior proximidade
com humanos (Teixeira et al. 1999).

Estudos sobre a circulacdo viral entre A. albopictus e seus hospedeiros vertebrados
permitem agregar conhecimento a compreensao da eco-epidemiologia de dengue e torna-se de
grande relevancia para o melhor entendimento de possiveis focos silvestres da doenca.

O levantamento da fauna de culicideos e de pequenos mamiferos presentes em
remanescentes de mata urbana é necessario para o entendimento da dindmica de alteracéo
ambiental, principalmente de carater antropico (Barros 2007, Silva et al. 2010). Com isso,
estabelecem-se fatores de risco existentes em determinados habitats, que podem ser
relacionados a circulacdo dos agentes virais entre 0s animais silvestres, domésticos e vetores.

Embora a dengue seja uma doenca de carater urbano, transmitida homem a homem
através do comportamento hematofagico de fémeas de culicideos, estudos soroldgicos e de
sequenciamento viral realizados na Africa, Asia e Guiana Francesa em primatas no humanos

e pequenos mamiferos sugerem que estes hospedeiros podem atuar como reservatérios para
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este virus, mantendo um ciclo silvestre da doenca (De Thoisy et al. 2004, Fagbami et al. 1977
apud De Thoisy et al. 2009).

Considerando-se que no Brasil ndo existem relatos deste ciclo silvestre para o virus da
dengue, o presente estudo visa também investigar 0s potenciais reservatorios silvestres

presentes em &reas urbanas na manutencdo dessa arbovirose.
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3 OBJETIVOS

3.1 - Objetivo Geral

Detectar a presenca de dengue-virus em A. albopictus em pequenos mamiferos silvestres
presentes em remanescente de Cerrado e Mata Atlantica em éarea urbana de Minas Gerais

3.2 - Objetivos especificos

Avaliar a estrutura da comunidade dos culicideos e relaciona-la com fatores abiéticos;

Avaliar a estrutura da comunidade de pequenos mamiferos e relaciona-la com fatores

abidticos;
Verificar a presenca de Dengue virus em A. albopictus capturados;

Verificar a presenca de Dengue virus em pequenos mamiferos;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 - Area de estudo

A area de estudo esta localizada na Unidade Fazendinha do Instituto Metodista Izabela
Hendrix, no bairro de Santo Antdnio de Roca Grande, municipio de Sabard/MG, Brasil (19°
53' 9"S e 43° 48' 45"W). O municipio pertence a regido metropolitana de Belo Horizonte,
distante aproximadamente 50 km da capital mineira (Fig. 11). Apresenta populacdo estimada
de 126.000 habitantes, com clima subtropical imido (classificacdo climatica de Kdppen-
Geiger: Cwa), pertencendo a cadeia da Serra da Piedade. A area esta inserida em uma regiao
de transicdo entre os biomas Cerrado e Mata Atlantica. A temperatura média anual fica em
torno de 20 °C, com umidade relativa do ar de 79 %. A precipitacdo média anual é de 1.400
mm, com periodo chuvoso entre outubro e abril e periodo de seca entre maio e setembro
(IBGE 2013).

O bairro de Roga Grande possui grande importancia histdrica, uma vez que foi um dos
primeiros arraiais do Estado de Minas Gerais, ainda no século XVIII, sendo parada de

bandeirantes a caminho do sertdo (Sabara 2013b).

BELO
HORIZONTE ©

g™ SABARA

I Regiao Metropolitana de BH
Municipio de Sabara.

p

Figura 11- A. Mapa do Estado de Minas Gerais destacado em vermelho 0 municipio de Sabara, MG.
B. Regido Metropolitana de Belo Horizonte, com destaque para 0 municipio de Sabara (Fonte:

http://www.slideshare.net/patri_lab/crescimento-urbano-de-sabar-mg-modificao-e-conservao-da-

cidade-segundo-seus-instrumentos-legais-de-planejamento acessado em 30/04/2013).
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A Unidade Fazendinha possui 31,4 hectares entre areas construidas e vegetacdo. A
area construida é composta por uma edificacdo principal onde funcionou uma escola até
dezembro de 2012. A area de vegetacdo apresenta uma paisagem montanhosa com fortes
rupturas de declive e vale encaixado a margem do Rio das Velhas, estando inserido na area de
transicdo dos Biomas Mata Atlantica e Cerrado (Fig. 12). O entorno da Fazendinha apresenta
densa ocupacao urbana desordenada, sendo que os moradores do bairro possuem estreita
relacdo com a area, onde realizam atividades de caca ilegal, soltam animais domésticos
(cachorros, cavalos e vacas), além de afetarem a vegetacdo por meio da coleta de lenha,
queimadas ilegais, utilizacdo de trilhas para chegarem até a parte baixa do local, dentre outras
atividades (Madeira et al. 2008, Rilson Barbosa, comunicagdo pessoal). A vegetacdo € de
floresta ombroéfila densa, em varios estadios de regeneracdo, cortada por diversas trilhas,
algumas delas usadas pela populacéo local.

Para o presente estudo foram utilizadas trés trilhas e a area ao entorno da edificago

principal.
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Figura 92- Unidade Fazendinha em Sabard/MG, sua edificacdo principal (Escola) e delimitacdo das
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)

trilhas nas areas de Cerrado (Trilha 1 - vermelho) e Mata Atlantica (Trilha 2- roxo e Trilha 3- laranja).
(Fonte: Google Earth, 2013).
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A Trilha 1 apresenta fitopaisagem condizente com Cerrado, com vegetacdo arbustiva e
espacada, ampla claridade e predominancia de cascalho no solo. E o local com maior agéo
antropica, visivel pela incidéncia tanto de lixo quanto de diversos animais domesticos (Fig.
13).

Figura 13- Vista da Unidade Fazendinha em Sabara, MG mostrando &rea transicional de Cerrado (a

direita), onde foi demarcada a Trilha 1, e Mata Atlantica (& esquerda).

As Trilhas 2 e 3 se diferenciam da primeira por apresentarem ambiente mais
sombreado, com fitopaisagem de Mata Atlantica, vegetacdo arbdrea e densa cobertura
vegetal. Nessas trilhas o solo é coberto por folnagem e h& formacdo de himus. A Trilha 2
(mata preservada) apresenta uma nascente que perpassa grande parte do local e possui mata
ciliar preservada. E a area com menor interferéncia antropica, devido principalmente &
dificuldade de acesso (Fig. 14A). A Trilha 3 (mata com interferéncia) apresenta vegetagdo
com maior porte, com algumas arvores alcancando cerca de 20 a 30 metros. Esta trilha

também apresenta interferéncia antropica, porém menos acentuada que na Trilha 1 (Fig. 14B).
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Figura 104- Vista da Unidade Fazendinha em Sabard&/ MG mostrando a area de Mata Atlantica. A.
Trilha 2 e B. Trilha 3.
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Figura 11- Edificacdo principal da Unidade Fazendinha, Sabard/ MG, denominada de area da Escola.
A. parte anterior da edificacdo com entrada principal; B. parte lateral da edificacdo; C. e D. exemplos
de localizacdo da armadilha BG-Sentinel® na area da Escola.
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Em cada uma das trilhas foram demarcados 15 pontos com auxilio de fitas amarradas
nos galhos e nos arbustos. Os pontos de uma mesma trilha foram equidistantes 20 metros,
dando uma extensao aproximada de 300 metros.

A edificacdo principal da Unidade Fazendinha foi denominada de Area da Escola. No
local encontram-se salas de aula, cozinha industrial e dormitorios, utilizados durante a semana
pelos alunos dos cursos de gastronomia e agroecologia oferecidos pelo Instituto Metodista
Izabela Hendrix. Nos fins de semana a area também era utilizada para a realizacdo de
seminérios e retiros. No seu entorno foram instaladas seis armadilhas BGS, tentando-se
abranger toda a area ao seu redor (Fig. 15).

4.2 - Coleta e identificacdo dos mosquitos

Para a coleta de adultos de culicideos foram utilizadas armadilhas BG-Sentinel®
(BioGents GmbH) (BGS). A armadilha possui um cilindro de tecido branco, com 60 cm de
altura por 35 cm de didmetro, um tubo central preto e, no seu interior, um ventilador que
funciona por energia elétrica (12 V). Um saco coletor retém os insetos capturados, impedidos
de sair pela succdo realizada pelo ventilador (Fig. 16) (Krockel et al 2006). Em todas as
armadilhas foi adicionado o atraente BG-Lure® (BGL), composto que contém: aménia, &cido
latico e acido caprdico, substancias encontradas na pele humana que auxiliam na captura dos
mosquitos (Geier et al. 2006).

As armadilhas BGS foram adaptadas para bateria de 12 V e 18 A, para serem
utilizadas nas trilhas, ou seja, distante da rede elétrica. Essa adaptacdo permitiu o
funcionamento da armadilha por 24 horas ininterruptas. Em cada armadilha foi adicionado
uma embalagem de isopor contendo em seu interior aproximadamente 1 Kg de gelo seco
(Oficina do Gelo Ltda.) como fonte de gas carbénico (CO,). Nas tampas das embalagens
foram feitas aberturas de aproximadamente 3 mm para introducdo de um tubo de silicone (3
mm X 1,5 m), por onde o fluxo do gas (0,69 g/min estimado) foi conduzido do interior do
isopor direto para a parte superior da armadilha (Fig. 16). Em cada trilha foram instaladas trés
BGS, distantes 100 m aproximadamente uma das outras, sendo outras seis armadilhas

alocadas ao redor da Area da Escola, equidistantes 50 m.
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Figura 126- A. Armadilha BG-Sentinel® com liberador de gés carbdnico; B. Saco coletor dos insetos;

C. Atraente BG-Lure® D. Partes componentes da armadilha; C. Esquema de funcionamento da
armadilha (Biogents 2006).

As coletas foram realizadas por quatro dias consecutivos, uma vez por més por 12
meses (abril/2011 a maio/2012). Em dezembro/2011 e abril/2012 ndo houve coleta devido as
intensas chuvas.

Todas as armadilhas foram instaladas no primeiro dia de coleta e do segundo ao quinto
dias as mesmas foram vistoriadas, diariamente, na parte da manhd. Em cada vistoria 0s sacos
coletores eram trocados, assim como as baterias e os liberadores de CO,. Os sacos coletores
com 0s mosquitos coletados eram encaminhados para o LabEQ, onde foram estocados em
freezer -20 °C para posterior triagem, contagem e sexagem. Todos os culicideos, exceto
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espécimes de A. albopictus e A. aegypti, foram montados em alfinete e tridngulo
entomoldgicos e fixados com esmalte incolor para unhas. Os exemplares alfinetados foram
identificados com auxilio de chaves dicotbmicas (Consoli & Lourenco-de-Oliveira 1994,
Forattini 2002) sob microscépio estereoscopico (40 x). Os exemplares identificados foram
etiquetados e dispostos na colecdo cientifica do LabEQ. O projeto possui licenga de coleta de
culicideos para fins cientificos do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente — IBAMA (n°
27247-1/2011 SISBIO).

Aedes albopictus e A. aegypti foram identificados sem montagem em alfinete. As
fémeas tiveram os abdémens separados do restante do corpo, sob microscopio estereoscépico,
sendo aqueles estocados em freezer — 20 °C para estudo da paridade. As cabecas e torax de A.
albopictus foram armazenados em freezer - 70 °C para realizacdo da deteccéo viral por PCR.
Todos os machos desta espécie também foram estocados em freezer -80°C para realizacdo da
PCR.

4.3 - Estudo da paridade

As fémeas de A. albopictus e A. aegypti foram analisadas quanto a seu estado
fisioldgico (paridade) segundo Detinova (1962). Os abdémens congelados foram colocados
em lamina de vidro com pequena gota de agua destilada. Ap6s o descongelamento, a gota foi
seca com papel absorvente. Com o auxilio de agulhas de seringa de insulina (1 mL), exerceu-
se tracdo entre 0 7° e 8° segmentos abdominais. A medida que as visceras foram surgindo,
ficaram aderidas a superficie seca da lamina de vidro. Em seguida, adicionou-se outra gota de
agua destilada nas visceras, que foram cobertas por laminula de vidro. O material foi
analisado em microscopio éptico (aumento 200x).

As fémeas cujas extremidades das traqueiolas presentes nos ovarios estavam
enoveladas foram consideradas fémeas nuliparas, ou seja, que nunca ovipositaram. J& as
fémeas oniparas ou paridas, que ja haviam realizado uma ou mais posturas, foram aquelas que
possuiam as extremidades das traqueiolas distendidas (Detinova 1962, Reiter & Nathan 2001)
(Fig. 17). Algumas fémeas ndo ovipdem todos 0s ovos desenvolvidos, permanecendo retidos
nos ovarios. Estas fémeas foram classificadas como gravidas. Ainda, fémeas cujos abdémens
continham sangue foram qualificadas como ‘“com sangue” e, nos casos em que nao foi

possivel realizar a paridade, as fémeas foram classificadas como “indeterminadas”.
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4.4 - Deteccdo de Dengue virus em adultos de Aedes

Pools de A. albopictus (de um a cinco especimes) foram separados por data de coleta e
sexo, em tubos plésticos estéreis de 1,5 mL. Cada pool foi macerado com auxilio de

micropistilo em 300 pL de meio TRIzol® (TRIzoI® RNA isolation reagent, Life
Technologies). A extracdo do RNA foi realizada de acordo com o fabricante e 0 RNA

extraido das amostras foi quantificado em espectofotdmtero (Nanodrop®) e congelado a -
80°C.

Para producdo de DNA complementar (cDNA) foram utilizados iniciadores
randémicos (Random Iniciadores, Invitrogem™) (1 pL) em 5 pL de H,0 DEPC
(dietilpirocarbonato - inibidor de RNAase) e 2 uL do RNA extraido. O cDNA obtido foi
mantido a - 20°C.

Foi realizada PCR em tempo Real (QRT-PCR), com auxilio do Kit SYBR Green®
(SYBR® Green PCR Master Mix, Applied Biosystems), com protocolo executado de acordo
com o fabricante. As amostras foram testadas em duplicada, em placas de 48 wells, sendo D1
e TS2/TS4 os iniciadores para amplificacdo dos sorotipos DENV-2/DENV-4 utilizados na
mesma reacdo, e D1, TS1/TS3 para DENV-1/DENV-3 (Lanciotti et al. 1992). Os controles

positivos foram virus DENV-1 a 4 provenientes de cultura em células C6/36 do LabVirus e o

controle negativo foi o mix SYBR Green® sem os iniciadores.

O produto da PCR foi analisado com auxilio do software OneStep® versdo 2.2
(Applied Biosystems) e foram observadas as temperaturas de melting (Ty). A Ty é definida
como a temperatura na qual metade dos fragmentos de DNA esta na forma desnaturada, ou
seja, ndo pareados, e a outra metade esta pareada. Na qRT-PCR, a Ty € representada pela
curva de melting. As amostras consideradas positivas foram aquelas que apresentam uma Ty

com variacgdo de + 1 °C do controle positivo.

4.5 - Coleta, identificagdo e retirada de sangue dos pequenos mamiferos

Para a coleta dos pequenos mamiferos foram utilizados dois tipos de armadilhas: a
Sherman® (H. B. Sherman Traps, Inc., Tallahassee, FL), de 8x9x22 cm; e o outro foi tipo

gaiola Tomahawk® (Tomahawk Live Trap Co., Tomahawk, Wisconsin) de 48x15x15 cm
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(Fig. 18). A armadilha Sherman possui um gatilho que é desarmado quando o animal pisa na
porta, fechando o espécime em seu interior. Assim, ela sé pode ser aberta pelo lado de fora. A
gaiola é armada com uma das extremidades presa a um pequeno gancho, onde a isca é
colocada. Quando o mamifero entra na armadilha e come a isca, a extremidade é desarmada,
fechando o animal no interior da gaiola. As armadilhas Sherman’s foram iscadas com
pequenos pedacos de abacaxi e as gaiolas, além da fruta, receberam um chumaco de algodéo
embebido com solucgéo de 6leo de figado de bacalhau (Emulséo Scott®)

As armadilhas foram instaladas nas mesmas trilhas e de forma simultanea as coletas
dos mosquitos, com excecdo da “Area da Escola” onde houve coleta somente de mosquitos.
Foram utilizados 15 pontos demarcados em cada uma das trilhas, sendo instalada uma
armadilha de cada modelo por ponto. As armadilhas foram instaladas no nivel do solo ou em
cipds e ramos de arvores, na altura entre 0,5 m e 1,5 m, sendo uma armadilha a esquerda e
outra a direita da trilha, alternando-se as posicGes a cada més.

No total, foram instaladas 30 armadilhas em cada uma das trés trilhas, que
permaneceram em campo por quatro noites consecutivas por més, ao longo de 12 meses.

O esforco amostral foi calculado pelo produto do nimero de armadilhas instaladas
pela quantidade de trilhas (30x3), e 0 nimero de noites que as mesmas ficaram em campo ao
longo de dose meses (4x12), sendo o esforgo esperado de 4320 armadilhas/noite. J& 0 sucesso
de captura foi realizado pela divisdo do total de capturas pelo esfor¢co amostral vezes 100
(Fonseca 1989).

Os animais capturados foram transferidos para um saco de pano limpo, com dados da
trilha e ponto de coleta, sendo conduzidos para o laboratério de Biologia da Fazendinha.
Todos os animais foram pesados e a contencdo quimica realizada por anestesia geral, com
administracdo de solugdo de cetamina e xilazina (5 mg/Kg de Xilazina + 90 mg/Kg de
Cetamina). Imediatamente os mamiferos foram medidos (comprimento: total, do corpo,
cauda, tarso e orelha), sexados e identificados de acordo com chaves dicotdmicas (Emmons &
Feer 1997, Eisenberg & Redford 1999, OPAS/MS 2008). Apo6s a medicdo foi coletado o
sangue por meio de puncdo cardiaca, sendo armazenado em tubos estéreis de 1,5 mL néo
heparinizados, onde permaneceram para formacdo do coagulo e posterior centrifugacdo e
aliquotagem do soro. Tanto a contencdo quimica quanto a coleta de sangue foram executadas
por médica veterindria devidamente treinada e autorizada. Apds o0s procedimentos, 0S

mamiferos receberam na orelha uma anilha de metal numerada, para realizagdo do
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monitoramento durante as demais coletas. Assim que o efeito da sedacdo passava, 0s animais

eram soltos nos respectivos pontos de coleta.

—— e
e

Foto: Mingote, T. 2011

Figura 137- Armadilhas utilizadas para captura de mamiferos na Fazendinha, Sabard/MG. A. Gaiola;

B. Sherman.

Durante todas as atividades de manipulacdo dos pequenos mamiferos foram tomadas
as devidas precaucdes para evitar acidentes, que incluiram medidas de biosseguranca nivel
trés (CDC 1995). Na manipulacdo dos animais foi utilizado avental descartivel, botas de
borracha, luvas cirdrgicas, luvas de borracha e aparelhos para filtragem de ar em filtros "High
Efficiency Particulate Air” (HEPA). Para manipulagdo de armadilhas no campo foram
utilizadas luvas de borracha. Todos os instrumentos, armadilhas e area de processamento
foram desinfetados ap6s o processamento dos animais. Instrumentos e armadilhas foram
limpos com solucdo de Lysol a 10 % e lavados com &gua corrente. Produtos descartaveis
foram colocados em sacos de lixo autoclavaveis, lacrados e acondicionados apropriadamente
até retorno a UFMG. Aparelhos de protecdo respiratoria e demais equipamentos também
foram aspergidos e descontaminados com Lysol a 10%.

O projeto possui licenca de coleta permanente de material zooldgico para fins
cientificos do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente — IBAMA (n° 2055205/2007 SISBIO).

4.6 - Testes soroldgicos dos pequenos mamiferos

Soros provenientes das amostras de sangue coletadas dos pequenos mamiferos (ltem
4.5) foram utilizados para deteccéo de anticorpos anti-DEN-V por ensaio de ELISA-1gG. Para
isso, placas de 96 wells Nunc Maxisorp™ (Sigma-Aldrich®, USA) foram sensibilizadas com
100 pL/well de uma mistura contendo proteina E recombinante do envelope de dengue-virus

dos quatro sorotipos (50 ng do antigeno por well diluido em tampéo carbonato a pH 9.8)
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(Rocha et al 2012). Apds uma incubacgdo overnight a 4° C, as placas foram lavadas trés vezes
com 300 pL/well de tampéo fosfato contendo PBS-T (Tween 20), bloqueadas com 1 % de
gelatina (Sigma-Aldrich®, USA) em PBS-T a temperatura ambiente por 2 h.

O soro de cada mamifero foi diluido 1:100 em PBS-T com 0.1 % de gelatina e 100 puL
de cada diluicéo foi aplicado em duplicada na placa e incubado em temperatura ambiente por
1 h. Apos nova lavagem foi adicionado em cada well 100 puL do conjugado AG-HRP (Pierce
Recombinant Protein A/G,Thermo Fisher Scientific Inc., USA), diluido 1:10.000 em PBS-T
com 0.1 % de gelatina. Ap6s incubagdo por mais uma hora, as placas foram lavadas seis
vezes, sendo adicionado o substrato di-hidroclorido-fenilenediamina e 0.03% de peroxido de
hidrogénio. Decorridos 10 min de incubacdo, a reacdo foi interrompida por 40 pL/well de
acido sulfurico (2M) e lido em leitor de placa em 492 nm. Os devidos controles, positivos e
negativos, foram utilizados em cada corrida. O cutoff proposto foi obtido pela média de sete
leituras negativas somadas a trés desvios-padréo.

As amostras que foram ELISA-positivas passaram pelo teste de soroneutralizacdo
(PRTN) para se verificar a presenca de anticorpos neutralizantes anti-dengue nos mamiferos
(Pessanha et al. 2010). Os quatro sorotipos de DENV utilizados foram provenientes das
culturas do LabVirus. O efeito citopatico do virus foi medido através da contagem do nimero
de placas formadas, sendo o soro considerado neutralizante para determinado sorotipo quando
foi capaz de neutralizar a formacéo de placas em mais de 50 % (PRTN > 50%) das duplicatas

em relagdo aos controles.

4.7 - Deteccdo de dengue-virus em pequenos mamiferos

As amostras ELISA e soroneutralizacdo-positivas para dengue foram submetidas ao
teste de PCR para confirmacéo. A extracdo do RNA e producgédo de cDNA foram obtidos com
auxilio do kit QlAamp ®Viral RNA (Quiagen®), com utiliza¢do de iniciadores randémicos
(Random Iniciadores, Invitrogen™), sendo o protocolo seguido de acordo com o fabricante.

A amplificacdo da regido do genoma viral que corresponde a juncdo da proteina do
capsideo e do precursor da proteina de membrana (gene C-prM ) foi realizada de acordo com
Lanciotti et al (1992), com a primeira PCR utilizando os iniciadores D1 e D2 e tendo como
produto um segmento de 511 pb. Em seguida, foi feita uma segunda reagdo de PCR “Nested”
multiplex, utilizando o iniciador D1 (foward) e iniciadores mais internos (TS1, TS2, TS3 e

TS4 - reverses) que amplificam regiGes dentro da regido do gene C-prM com tamanhos
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diferentes, correspondendo aos quatro sorotipos descritos: 482 pb (DENV-1), 119 pb (DENV-
2), 290 pb (DENV-3) e 392 pb (DENV-4). A PCR foi realizada tanto com o cDNA

concentrado quanto diluido (1:20).

O produto de PCR foi fracionado em gel de poliacrilamida 8 %. Este foi preparado a
partir de uma solugdo de Acrilamida (C3HsNO) 30%, perssulfato de amoénio (APS), catalisada
por TEMED, tampdo de TBE 10X (Tris base, acido bérico e EDTA) e H,O. O marcador
molecular utilizado foi 1 Kb DNA Ladder (Promega, Corporation USA).

O fracionamento eletroforético foi feito no tampdo de corrida TBE 10X a 100 V por 1
h. Em seguida, o gel foi fixado em solucéo | contendo 40% de metanol, 10% de acido acético
e 50% de H,O, incubado por 30 min. Depois passado duas vezes por 15 min na solucéo
fixadora Il contendo 10% de metanol, 5% de &cido acético e 85% de H,O. Na sequéncia foi
lavado com é&gua destilada e adicionado solucéo de prata 0.2 % e incubado por 20 min. O gel
foi revelado em solucdo contendo carbonato de sdédio (30 %) acrescido de 1 % de

formaldeido.

4.8 - Dados meteoroldgicos

Os dados meteorologicos utilizados neste estudo foram obtidos a partir do banco de
dados do Centro de Pesquisas Tecnoldgicas do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais
(CPTEC/INPE) com sensor localizado em latitude 19.877 e longitude 43.909

4.9 - Andlises Estatisticas

Os dados das coletas dos mosquitos e mamiferos foram analisados quanto a sua
normalidade pelo teste de Lilliefors (K amostras).

Para comparar as coletas com e sem o gas carbonicos, foi utilizado o teste nédo
paramétrico Mann-Whitney nas armadilhas para mosquitos.

Foram calculados o indices de Diversidade de Shanon-Wiener (H' = -Ypi Log pi,
onde pi= proporc¢ao da espécie em relacdo ao nimero total de espécimes coletados) e o indice
de Dominancia de Berger-Parker (D = Nmax/ Nt onde Nmax € 0 nimero de individuos da
espécie mais abundante e N; € o nimero total de individuos da amostra). De forma geral,

guanto maior o indice de diversidade, menor o indice de dominéancia.
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Além do total de espécies capturadas em campo também foi estimada a riqueza,
nimero que representa a quantidade de espécies que provavelmente ocorrem no local. As
estimativas de riqueza foram calculadas utilizando-se os estimadores ndo-paramétricos: Chao 2,
Jackknife 1, Jackknife 2 e Boostrap, considerados ferramentas eficientes para estimar a riqueza
de uma area. (Magurran 2004).

A riqueza estimada pelo Chao 2 é igual a riqueza observada somada ao quadrado do
numero de espécies representada por apenas um unico individuo (singletons), dividido pelo
dobro do nimero de espécies com apenas dois individuos (doubletons) em uma ou mais
unidades amostrais.

Jackknife 1 e Jackknife 2 sdo métodos que estimam a riqueza total somando a riqueza
observada (ou coletada) a um parametro calculado a partir do nimero de espécies raras e do
nimero de amostras. A diferenca entre as duas se da pelo critério que cada uma delas
considera uma espécie como rara, sendo que o Jackknife 1 considera somente o nimero de
espécies que ocorrem em uma amostra (uniques) e o Jackknife 2 utiliza os “uniques” mas
também o nimero de espécies que ocorrem em duas amostras (duplicates).

O Boostrap utiliza dados de todas as espécies coletadas para estimar a riqueza total,
ndo se restringindo as espécies raras. A estimativa € calculada somando-se a riqueza
observada a soma do inverso da proporcao de amostras em que ocorre cada especie.

Para realizar a comparacdo entre as riquezas das areas foi escolhido o estimador
Jackknife 1, com intervalo de confianga de 95%.

Para comparar a abundancia das espécies por local de coleta foi realizado GLM
seguido por ANOVA. A comparacdo da composicdo de espécies de culicideos entre os locais
de coleta foi analisada com o auxilio de escalonamento ndo métrico multidimensional
(NMDS) com indice de similaridade de Bray-Curtis; analise de similaridade (ANOSIM), e
analise de porcentagem de similaridade (SIMPER). O NMDS faz uma representacdo grafica
dos dados, sendo quanto menor a distancia entre os pontos no grafico, maior a semelhanca
entre eles. E medido por um indice (stress) que quanto mais proximo de zero, melhor a
representacdo dos dados (Clarke 1993). O ANOSIM mostra um valor estatistico R que pode
variar entre -1 e 1. Quando mais préximo de - 1 mais similaridade entre os locais e quanto
mais proximo de 1, mais dissimilaridade, ou seja, mais diferentes séo os locais de coleta uns
dos outros (Clarke 1993, Melo & Hepp 2008). A anélise com SIMPER permite verificar
guanto cada espécie contribui, em porcentagem, para a similaridade/dissimilaridade entre os

locais.
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As médias de capturas foram correlacionadas com os dados meteoroldgicos (indice
pluviométrico, temperaturas média, maxima e, umidade relativa do ar) de duas semanas antes
da coleta, uma semana antes e na mesma semana da coleta, por meio da correlacdo de
Spearman.

Para os dados de paridade de A. albopictus e A. aegypti foram calculadas as taxas de
fémeas oniparas (n. de fémeas oniparas/oniparas + nuliparas) e fémeas nuliparas (n. de fémeas
nuliparas/ n. de fémeas dissecadas), além das porcentagens de todos os estados fisiologicos
(oniparas, nuliparas, gravidas e com sangue) com relacdo ao total de fémeas dissecadas por
espécie. As proporcdes de fémeas em cada um dos estados fisioldégicos foram comparadas
com auxilio do teste Exato de Fisher.

O nivel se significancia considerado para todos os testes foi p < 0.05. As analises
estatisticas foram realizadas através dos programas BioEstat vs 5.0 (Ayres et al. 2005),
EstimateS (Colwell 2006), PAST (Hammer et al. 2001) e R 2.12.2 (http://cran.r-project.org).
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5 RESULTADOS

5.1 - Estrutura da comunidade de culicideos e paridade:

Estrutura da comunidade. Foram coletados 3382 espécimes de culicideos. Destes, 3221

(95 %) puderam ser identificados e classificados em dez géneros e 26 espécies (Tab. 1). Dos
espécimes coletados, 3065 foram fémeas (96 %) e 156 machos (4,0 %). Todas as analises
foram realizadas somando-se machos e fémeas da mesma espécie.

Ressalta-se que na 102 coleta (fevereiro/2012) todas as trés armadilhas instaladas na
Trilha 1 foram roubadas sendo, a partir desta data, realizado armadilhamento somente nas
Trilhas 2 e 3 e na area da Escola. Portanto, justifica-se 0 menor nimero de armadilhas/noite
(N=101) encontrado para o local (Tab. I).

A partir da terceira coleta (junho/2011) iniciou-se a utilizacdo de CO, para se tentar
aumentar o numero de espécimes capturados, uma vez que o total de culicideos das duas
primeiras coletas foi baixo em todos os locais. A adicdo de CO, as armadilhas aumentou o
namero de culicideos capturados, quando comparado aos das coletas realizadas com e sem a
utilizagdo do atrativo. Este aumento das capturas foi verificado tanto para A. albopictus (Fig.
18) quanto para C. quinguefasciatus, assim como para outros culicideos considerados em

conjunto (Fig. 19).
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Figura 148- Aedes (médiat erro-padrdo) capturados em armadilha BG-Sentinel® iscadas com e sem
gelo seco. Fazendinha Sabara/MG. Asterisco (*) indica diferenca significativa (Mann-Whitney,
p=0,02) (n=36).
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Figura 19- Culicideos (médiat erro-padrdo) capturados em armadilha BG-Sentinel® iscadas com e
sem gelo seco. Fazendinha Sabar&/MG. Asteriscos: (*) indica diferenca significativa entre fémeas de
Culex quinquefasciatus (Mann-Whitney, p = 0,05). (**) indica diferenca significativa entre outros

culicideos em conjunto (Mann-Whitney, p < 0.001) (n=36).

No més de setembro/2011 (62 coleta) houve um incéndio que atingiu os Ultimos cinco
pontos da Trilha 3 porém, no més seguinte, novas queimadas ocorreram, desta vez atingindo
as trés trilhas, sendo as Trilhas 1 e 3 atingidas em sua totalidade e a Trilha 2 do 2° ao 9°
pontos (Fig. 20).

1200

é w—trilhal
S 1000 - e tr ith @ 2
5]
o trilha3
7] escola
o
()
T 600 4
2
3 7
g 400 4
2 300
-
2 200 4
()]
£ 100 4 &y
7 |
= 0 = , e
* *
ol A R TR . S S T R | TR L g T
R R Al D A
P\ S T\ L L LA L 0 LA L LT (R L
P ST VST sy
Data Coletas

Figura 150- Total de espécimes de culicideos por data de coleta. Fazendinha, Sabara/MG. (abril/2011-
maio/2012). Seta indica o inicio do uso de CO, nas coletas. Asteriscos indicam data das queimadas.
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Tabela I- Abundancia total (n) e relativa (%), riqueza de espécies de Culicidae (Diptera) e indices de Diversidade Shanon-Wiener (H’) e Berger-Parker (d)
por local de coleta. Sabard/MG. Abril/2011 - Maio/2012. Ndmero de armadilhas/noite: Trilha 1 (N=101); Trilha 2 (N=132); Trilha 3 (N=138); Escola
(N=252); Total (N=623).

. Trilha 1 Trilha 2 Trilha 3 Escola Total
Especies n % n % n % n % n %
Aedes (Ochlerotatus) fluviatilis (Lutz, 1904) 1 0.22 1 0.09 5 2.05 7 0.22
Aedes (Ochlerotatus) scapularis (Rondani, 1848) 2 0.44 2 0.06
Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus 1762) 3 0.21 17 3.73 6 0.54 37 15.16 63 1.96
Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse 1895) 11 0.78 138 30.26 213 19.15 51 20.90 413 12.82
Anopheles (Anopheles) punctimacula Dyar & Knab, 1906 1 0.22 1 0.03
Anopheles (N.) sp. 9 0.64 4 0.88 2 0.18 15 0.47
Anopheles (Nyssorhynchus) argyritarsis Robineau-Desvoidy, 1827 2 0.14 1 0.22 4 0.36 7 0.22
Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi Root 1926 7 0.50 2 0.44 5 0.45 1 0.41 15 0.47
Chagasia fajardi (Lutz, 1904) 10 0.71 32 7.02 63 5.67 1 0.41 106 3.29
Culex (Culex) declarator Dyar & Knab, 1906 5 0.35 5 0.16
Culex (Culex) quinquefasciatus Say, 1823 1347 95.60 28 6.14 281 25.27 142 58.20 1798 55.82
Culex (Culex) sp. 7 0.50 1 0.22 6 0.54 2 0.82 16 0.50
Culex (Melanoconion) Segédo melanoconion sp. 2 0.18 2 0.06
Culex (Melanoconion) sp. 1 0.07 4 0.88 3 0.27 1 0.41 9 0.28
Haemagogus (Conopostegus) leucocelaenus (Dyar & Shannon, 36 7.89 133 11.96 1 0.41 170 5.28
Haemagogus (Conopostegus) sp. 1 0.22 2 0.18 3 0.09
Limatus durhamii Theobald 1901 2 0.14 178 39.04 343 30.85 1 0.41 524 16.27
Psorophora (Janthinosoma) ferox (von Humboldt, 1819) 1 0.22 1 0.03
Psorophora (Psorophora) cilipes (Fabricius, 1805) 1 0.09 1 0.03
Sabethes (Davismyia) petrochiae (Shannon & del Ponte, 1928) 1 0.22 1 0.03
Sabethes (Sabethes) purpureus (Theobald, 1901) 3 0.21 2 0.44 6 0.54 11 0.34
Sabethes (Sabethinus) idiogenes Harbach, 1994 1 0.07 1 0.09 2 0.06
Sabethes (Sabethoides) chloropterus (von Humboldt, 1819) 1 0.09 1 0.03
Sabethes (Sabethoides) tridentatus Cerqueira, 1961 1 0.22 36 3.24 37 1.15
Toxorhynchites theobaldi (Dyar & Knab, 1906) 4 0.88 3 0.27 7 0.22
Uranotaenia (Uranotaenia) geometrica Theobald, 1901 1 0.07 1 0.22 2 0.82 4 0.12
Abundancia Total 1409 456 1112 244 3221
Riqueza Total 14 21 20 11 26
Indice de Diversidade Shanon-Wiener (H") 0.28 1.73 1.77 1.20

OBS: Porcentagem total = Indice de Dominancia Berger-Parker (d)
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As maiores abundéncias foram observadas na Trilha 1 e 3, com 1409 (44%) e 1112
(35%) dos culicideos capturados, respectivamente. Na Trilha 2 foram coletados 456 (14%) e
Area da Escola, local que apresentou menor abundancia, 244 (7%) individuos foram coletados
(Tab. I).

Dentre os locais de coleta, foi encontrada diferenca significativa entre as abundancias
da Trilha 2 e da Escola (GLM, ANOVA, p <0.0001) e entre as Trilhas 2 e 3 (GLM, ANOVA,
p =0.0002) (Fig. 21).
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Figura 161- Abundancia de culicideos (média +SE) por local de coleta. Fazendinha, Sabard/MG.
(abril/2011-maio/2012). Um asterisco (*): diferenca significativa entre Escola e Trilha 2; Dois

asteriscos (**): diferenca significativa entre Trilha 2 e Trilha 3 (GLM, ANOVA, p<0,05).

A anélise NMDS demonstrou que houve uma maior proximidade entre 0s pontos
pertencentes a um mesmo local de coleta, evidenciando um perfil semelhante de espécies para
cada area. Também pode-se observar o distanciamento entre os pontos das diferentes areas, o
gue mostra dissimilaridade quanto ao perfil de espécies entre os locais de coleta (ANOSIM,
R=0.81, p<0.0001) (Fig.22). De forma interessante, a menor média de dissimilaridade foi
encontrada entre as Trilhas 2 e 3 (49.6 %) e a maior entre as Trilhas 1 e 2 (93.3 %) (Tab. II).
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Tabela 11- Porcentagem de dissimilaridade (SIMPER) entre as areas de coleta e espécies que mais
contribuiram para a diferenca, Fazendinha, Sabar&/MG. Abril/2011 - Maio/2012. VValores em negrito:
porcentagem entre as areas. Demais valores: contribuicdo (%) de cada espécie para a dissimilaridade

entre os pares de locais.

Trilhale Trilha2 (93.3 %) |Trilhal e Trilha3 (74.6 %) |Trilha 1 e Escola (89.2 %)

Espécie % Espécie % Espécie %
C.quinq 71.2 C.quinq 42,5 C.quinq 83.7
L.durh 9.3 L.durh 13.3 A.albo 1.3
A.albo 6.4 A.albo 8.0 A.aeg 1.0
H.leuc 2.0 H.leuc 5.3 C.faja 0.6
C.faja 1.2 C.faja 2.2 A.Niss 0.6
A.aeg 0.7 S.tri 1.4 C.culex 0.4

Trilha2 e Trilha 3 (49.6 %) |Trilha 2 e Escola (80.0 %) |[Trilha 2 e Escola (83.4 %)

Espécie % Espécie % Espécie %
C.quing 16.3 L.durh 31.8 L.durh 318
L.durh 10.8 A.albo 18.5 A.albo 18.5
A.albo 7.5 C.quing 9.1 C.quing 9.1
H.leuc 6.3 H.leuc 7.2 H.leuc 7.2
C.faja 3.0 C.faja 5.6 C.faja 5.6
S.tri 2.1 A.aeg 2.2 A.aeg 2.2

OBS: C.quing: Culex quinquefasciatis ; L.durh: Limatus durhamii ; A.albo: Aedes albopictus
H.leuco: Haemagogus leucocelaenus ; C.faja: Chagasia fajardi ; A.aeg: Aedes aegypti ;
S.tri: Sabethes tridentatus ; A.Niss: Anopheles (Nysshorynchus) sp.; C.culex Culex (Culex) sp.
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Figura 172- Distribuigdo das espécies por locais de coleta pela analise de escalonamento ndo métrico
multidimensional (NMDS). Em sentido horério: primeiro quadrante a esquerda: Trilha 3; segundo

guadrante: Trilha 2; terceiro quadrante: escola; quarto quadrante: Trilha 1.

Em todos os locais de coleta o Boostrap foi o estimador mais préximo da riqueza
observada e o Jackknife 2 foi o que apresentou 0s maiores valores. Tanto O Chao 2 quanto o
Jackknife 1 foram estimadores que demonstraram valores intermediarios de riqueza esperada
(Fig. 23). As curvas de acumulacdo de espécies construidas para avaliar a cobertura do
esforco amostral ndo alcancaram a assintota, ou seja, mesmo com o grande esforco amostral

supde-se que a diversidade local ndo tenha sido devidamente amostrada.
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Figura 183- Curva de acumulagdo de espécies de culicideos para cada uma das areas de coleta,
Fazendinha, Sabard/MG. Abril/2011 — Maio/2011 baseada nos indices ndo-paramétricos utilizados.

Sob: riqueza observada; Chao2, Jackl, Jack2 e Boostrap: estimadores de riqueza.

A Trilha 1 e Area da Escola apresentaram riqueza de espécies semelhante, com 0s
intervalos de confianca (95 %) do estimador Jackknife 1sobrepostos. Nas demais areas houve

diferenca entre as riquezas estimadas. (Fig. 24)
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Figura 194- Comparacéo entre as estimativas de riqueza geradas com o estimador Jackknife 1 entre as
areas de coleta. Intervalo de confianga (1C=95 %) é mostrado pelas barras. Linha pontilhada indica a

sobreposi¢do dos IC’s da Trilha 1 e Escola.

O maior indice de diversidade de espécies de culicideos foi verificado na Trilha 3
[Shanon-Wiener (H’) = 1.7750] com a presenca de 20 das 26 espécies identificadas, seguido
pela Trilha 2 (H’) = 1.7267 com 21 espécies. Apesar de terem sido coletadas somente 11
espécies na Escola, o indice de diversidade (H’ = 1.1993) foi maior do que o da Trilha 1 (H’ =
0.2813), onde 14 espécies foram coletadas (Tab. ).

Considerando o numero total de culicideos capturados, Culex quinquefasciatus foi a
espécie dominante [Berger-Parker (d) = 0.5582], seguida por Limatus durhamii (d = 0.1627)
A. albopictus (d = 0.1282), Haemagogus leucocelaenus (d = 0.0528), Chagasia fajardi (d =
0.0329) e A. aegypti (d = 0.0196) (Tab. I).

Oito (31 %) das 26 espécies foram encontradas nos quatro locais de coleta, sendo
cinco delas pertencentes ao grupo das mais abundantes; seis (23 %) estavam presentes em trés
locais, quatro (15 %) em duas areas e oito (31 %) foram encontradas somente em um dos

locais de coleta (Tab. I). A espécie C. declarator foi coletada exclusivamente na Trilha 1. Na
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Trilha 2 quatro espécies foram exclusivas e, na Trilha 3, outras trés espécies. Na area da

Escola ndo houve coleta exclusiva de nenhuma espécie.

Tanto A. aegypti quanto A. albopictus foram encontrados em todos os locais de coleta,
mostrando sua dispersao pela area experimental. A predominancia de A. albopictus na area de
Mata (Trilhas 2 e 3) pode indicar que mesmo tendo mobilidade entre diversos habitats, a

espécie tenha preferéncia por locais menos urbanizados e maior presenca de vegetacéo.

Fatores abioticos: A espécie C. quinquefasciatus teve correlacdo negativa

significativa somente com a temperatura minima de duas semanas anteriores as coletas
[Spearman (rs) = -0.63, p < 0.03]. Aedes albopictus foi capturado em todos os meses de coleta
e apresentou as maiores correlacfes com os indices pluviométricos de duas semanas antes das
coletas (rs = 0.74, p < 0.006) e da semana de coleta (r; =0.80, p < 0.002). CorrelacGes
significativas também foram encontradas com a temperatura média na semana de coleta (rs =
0.61, p < 0.03), temperatura minima na mesma semana (rs = 0.58, p < 0.04) e URA de duas
semanas anteriores as coletas de A. albopictus (rs = 0.76, p < 0.003) (Tab. I1I).

Para H. leucocelaenus a correlagdo significativa foi observada para o indice
pluviométrico e URA de duas semanas anteriores as coletas (rs = 0.58, p < 0.04; r; =0.78, p <
0.0029) (Tab. II).

Chagasia fajardi apresentou correlacdo significativamente negativa quanto ao indice
pluviométrico de duas semanas anteriores as coletas (r; = -0.88, p < 0.0001) e também na
semana da coleta (rs = -0.65, p < 0.02). Também foi negativa a correlacdo entre temperatura
média na semana de coleta (rs = -0.61, p < 0.03), temperatura minima e URA de duas semanas
anteriores as coletas (rs = -0.78, p < 0.0023; rs = -0.61, p < 0.03, respectivamente). Aedes
aegypti teve correlacdo significativa com o indice pluviométrico de duas semanas anteriores
as coletas (rs = 0.69, p < 0.0127) e na semana de coleta (rs = 0.76, p < 0.0045). Todas as
temperaturas na semana da coleta tiveram correlagdo com as capturas de A. aegypti. As
especies Anopheles darlingi, L. durhamii e as demais encontradas no presente trabalho néo

apresentaram correlagdo significativa com nenhum dos dados meteorologicos (Tab. 111).
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Tabela I11- Coeficientes de Correlagéo (rs) das espécies de culicideos Unidade Fazendinha, Sabara/MG. Abril/2011-Maio/2012. Pluvio = indice

Pluviométrico; Temp Média = Temperatura Média; Temp Méaxima = Temperatura Maxima; Temp Minima = Temperatura Minima; URA =

Umidade Relativa do Ar; 2 sem= duas semanas antes das coletas; 1 sem= uma semana antes das coletas; sem= semana das coletas.

Espécies Pluvio Temp Média Temp Méxima Temp Minima URA
2sem 1sem sem 2sem 1sem sem 2sem 1sem sem 2sem 1sem sem 2sem 1sem sem

Aedes aegypti

(rs) 069 0.26 0.76 0.30 0.62 0.68 0.06 0.42 0.60 0.30 0.62 0.68 037 016 0.44

(9)) 0.013 0.417 0.005 0.348 0.032 0.014  0.844 0.173 0.040  0.348 0.032 0.014 0.234 0.621 0.157
Aedes albopictus

(rs) 0.74 0.46 0.80 0.10 0.18 0.62 -0.27 0.00 0.51 0.48 041 0.59 0.77 037 0.17

(P 0.006 0.137 0.002 0.762 0.572 0.033 0.404 ns 0.090 0.118 0.183 0.045  0.003 0.236 0.602
Anopheles darlingi

(rs) -0.31 -0.39 -0.04 -0.23 0.35 -0.10 0.12 0.41 0.00 -0.23 0.35 -0.10 0.02 -0.33 -0.10

(p) 0.320 0.204 0.895 0.480 0.263 0.754 0.717 0.191 ns 0.480 0.263 0.754 0.943 0.299 0.754
Chagasia fajardi

(r) -0.89 -0.65 -0.66 -0.52 -0.15 -0.61 0.03 004 -051 -0.79 -0.47 -061 -0.62 -0.51 -0.28

(P 0.000 0.023 0.020 0.086 0.636 0.034  0.923 0.895 0.092  0.002 0.121 0.037  0.032 0.092 0.376
Culex quinquefasciatus

(ry -057 -0.35 -0.22  -0.49 -0.02 -0.25 0.00 0.16 -0.21 -0.63 -0.34 -0.27 -0.36 -0.39 -0.32

(p) 0.053 0.269 0.498  0.106 0.948 0.430 ns 0.618 0.513  0.028 0.286 0.404  0.245 0.208 0.308
Haemagogus leucocelaenus

(rs) 058 0.33 0.32 -0.07 -0.03 0.42 -0.40 -0.12 0.37 -0.07 -0.03 0.42 0.78 -0.02 -0.23

(P 0.047 0.296 0.309  0.837 0.918 0.174  0.193 0.718 0.230  0.837 0.918 0.174  0.003 0.959 0.474
Limatus durhamii

(rj -0.10 -0.41 -0.15 -0.02 -0.03 0.18 020 0.01 021 -0.02 -0.03 0.18 -0.01 -0.46 -0.55

(P 0.768 0.185 0.640  0.948 0.923 0.586  0.527 0.966 0.505  0.948 0.923 0.586  0.983 0.133 0.064
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Figura 205- Dados abiGticos do periodo de coletas (abril/2011 a maio/2012). A. indices
pluviométricos e Umidade Relativa do Ar (URA); B. Temperaturas Maxima, Média e Minima. Fonte:
CPTEC/INPE.

Paridade: A anélise da paridade foi realizada em 355 (92%) das 395 fémeas de A. albopictus
e A. aegypti capturadas, pois alguns espécimes estavam danificados impossibilitando assim a
visualizacdo de suas estruturas internas. Deste total analisado, 305 (86%) eram A. albopictus,
e 50 (14%) A. aegypti.

Para A. albopictus 47% foram classificadas como oniparas, 23 % como nuliparas, 18
% como gravidas, 2% com sangue e 10 % foram indeterminadas. A maioria das fémeas de A.
aegypti estava gravida (50%), 34% foram nuliparas; oniparas e indeterminadas totalizaram

8% cada. Nenhuma fémea desta espécie continha sangue no abdémen (Tab. V). As taxas de
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paridade (onipara/onipara + nulipara) para A. albopictus foram de 67 % e para A. aegypti
foram 81 %, com diferenca significativa entre a propor¢do de oniparas e nuliparas (Exato de
Fisher, p =0.01).

O estado fisioldgico das fémeas de A. albopictus foi semelhante entre os locais de
coleta com relacdo & maior proporcdo de oniparas em detrimento das nuliparas. A maior
porcentagem de gravidas foi encontrada na Escola e somente nas Trilhas 2 e 3 foram
observadas fémeas com sangue. Para A. albopictus e A. aegypti observou-se uma maior
propor¢éo de oniparas nas trilhas e a maior porcentagem de fémeas gravidas na &rea da Escola
(Tab. 1V).

Tabela IV- Estado fisiologico (%) de fémeas de Aedes por local de coleta, Unidade Fazendinha,
Sabard/MG. Abril/2011 a maio/2012.

Estado Fisiologico FEmeas Aedes (%)

Nulipara Onipara Gravida Sangue Indeterminada Total
Aedes albopictus
Trilha 1 0.33 1.64 0.33 0.66 2.95
Trilha 2 6.89 17.05 3.28 0.66 3.93 31.80
Trilha 3 15.41 24.59 3.28 0.98 5.25 49.51
Escola 0.66 3.93 10.82 0.33 15.74
Total 23.28 47.21 17.70 1.64 10.16 100.00
Aedes aegypti
Trilha 1 2.00 2.00 4.00
Trilha 2 2.00 16.00 6.00 6.00 30.00
Trilha 3 2.00 8.00 2.00 12.00
Escola 2.00 8.00 42.00 2.00 54.00
Total 8.00 34.00 50.00 0.00 8.00 100.00

Ao longo das coletas percebeu-se um perfil semelhante dos estados fisiologicos para
cada espécie estudada. Aedes albopictus manteve a predominancia de fémeas nuliparas em
quase todos os meses, com excecdo de maio de 2011, quando as fémeas gravidas foram
observadas em maior quantidade e em janeiro de 2012, com a predominéncia de fémeas
nuliparas. Para A. aegypti as fémeas gravidas foram predominantes, com excegdo dos meses
de abril e outubro de 2011, quando as fémeas nuliparas estavam ligeiramente em maior
quantidade (Fig. 26).
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Figura 26- Estado fisiolégico de fémeas de Aedes por més de coleta, Unidade Fazendinha,
Sabara/MH. Abril/2011 a maio/2012. A. Aedes albopictus; B. Aedes aegypti.
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5.2 - Estrutura da comunidade de pequenos mamiferos:

Estrutura da comunidade: Foram registradas oito espécies de pequenos mamiferos

terrestres, distribuidos em trés ordens, quatro familias e oito géneros (Tab. V e Fig. 27).
Durante os doze meses de coleta obteve-se um esfor¢o amostral de 3715 armadilhas/noite que
resultou em 176 capturas de 111 individuos, correspondendo a um sucesso de captura de 4.73
% (Tab. V).

Ressalta-se que na 102, coleta (fevereiro/2012) todas as armadilhas instaladas na Trilha
1 foram roubadas sendo, a partir desta data, realizado armadilhamento e coletas somente nas
Trilhas 2 e 3. Portanto, justifica-se 0 menor esfor¢co amostral (EA) encontrado para o local
(Tab. V).

N&o houve diferenca entre as abundancias dos pequenos mamiferos nas trés Trilhas
amostradas (GLM, ANOVA, p >0.05).

Nas Trilhas 1 e 2 o Chao 2 foi o estimador mais proximo da riqueza observada e 0
Jackknife 1 foi o que apresentou os maiores valores. Na Trila 3 o Boostrap foi o estimador
mais proximo da riqueza observada. O Jackknife 1 foi o estimador que demonstrou valores
intermediarios de riqueza esperada nas trés areas (Fig. 27). As curvas de acumulacdo de
espécies construidas para avaliar a cobertura do esforco amostral alcangcaram a assintota, nas
Trilhas 1 e 2, indicando que houve boa amostragem da diversidade local, o que ndo ocorreu
na Trilha 3.
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Tabela V- Abundancia total, absoluta (n) e relativa (%), Esforco Amostral (EA), Sucesso de Captura (SC) e indices de Diversidade Shanon-Wiener (H”) e de
Dominancia Berger-Parker (d) de pequenos mamiferos por local de coleta, Sabard/MG. Abril/2011 - Maio/2012.

Espécies Nome popular Trilha 1 Trilha 2 Trilha 3 Total
n % n % n % n %
- Ordem Rodentia
Familia Cricetidae Akodon cursor (Winge, 1887) rato da mata 1 417 1 090
Cerradomys subflavus (Wagner, 1842) rato do mato 11 21.57 11 991
Necromys lasiurus (Lund, 1840) rato do capim 31 60.78 31 27.93
Oligoryzomys Bang, 1900 sp. ratinho do arroz 1 278 3 1250 4 3.60
Familia Sciuridae Guerlinguetus ingrami Thomas 1901 serelepe, caxinguelé 1 417 1 090
- Ordem Didelphimorphia
Familia Didelphidae Didelphis albiventris Lund, 1840 Gambé da orelhabranca 8 15.69| 28 77.78| 17 70.83| 53 47.75
Gracilinanus microtarsus (Wagner, 1842) catita, cuica 7 1944 2 833 9 811
- Ordem Lagomorpha
Familia Laporidae Sylvilagus brasiliensis (Linnaeus, 1758) coelho do mato, tapiti 1 196 1 090
Abundancia Total 51 36 24 111
Riqueza total 4 3 5 8
indice de Diversidade Shanon-Wiener (H') 0.92 0.51 0.80
EA 1075 1320 1320 3715
SC 4.74% 2.72% 1.80% 4.70%

OBS: Porcentagemtotal = indice de Dominancia Berger-Parker (d)
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Figura 217- Curva de acumulacdo de espécies de pequenos mamiferos para cada uma das areas de
coleta, Fazendinha, Sabard/MG. Abril/2011 — Maio/2011 baseada nos indices ndo-paramétricos

utilizados. Sob: riqueza observada; Chao2, Jackl, Jack2 e Boostrap: estimadores de riqueza.
O levantamento demonstrou uma dominancia relativa de marsupiais, que

representaram 56% dos individuos coletados, sendo D. albiventris a espécie mais abundante,

responsavel por 48% deste montante (Tab. V, Fig. 28).
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Figura 228- Frequéncia relativa (%) das espécies de pequenos mamiferos coletadas na Unidade
Fazendinha, Sabara/MG. Abril/2011 - Maio/2012.

A maior abundéancia de espécimes coletados ocorreu na Trilha 1 (46 %), seguido pela
Trilha 3 (32 %) e a Trilha 2 (22 %) (Tab. VI). A Trilha 3 apresentou o maior nimero de
espécies coletadas, seguido pela Trilha 1 e, por ultimo, a Trilha 2. Didelphis albiventris foi a
espécie dominante nas Trilhas 2 e 3, enquanto na Trilha 1 N. lasiurus foi a mais abundante
dentre as espécies coletadas (Fig. 29).

As espécies N. lasiurus, C. subflavus e S. brasiliensis foram coletadas somente na
Trilha 1; A. cursor e G. ingrami foram exclusivas da Trilha 3. Somente nas Trilhas 2 e 3
foram capturados exemplares de G. microtarsus e Oligoryzomys sp.. A Unica espécie
encontrada em todas as areas foi D. albiventris (Fig. 29)

76



Trilha 1l

w 8 Trilha 2
£ 100 - g .
g S 100
2 g 78
g 801 2 80
2 61 e
& 607 £ 60
= [+
£ £
g 40 s 40 1
22
§ o0 16 g . 19
g, i
IR m
g o ; ; ‘ g 9 ‘ —_
a S . . o
s S WS S a s s 0.
. \a'-"‘“\ ,5\1"5\0\ \‘o’t\‘z‘x e o ar y o e s?
ec\.‘,\m o‘wm\? . ?\{\5 o " Ob\s“ i o " e “%0(\) e
N o i s o e 0
’ o
Trilha 3
@
o
< 100 4
s
§ 804 7
g
L
= 60
5
1S
3 40 +
£
<5
& 20 13
S 8 4 4
g m = =
5 o ‘ :
1S 1S g s
\j\“eﬂw ; o ‘»o‘a‘ﬂ x“\ﬁ L o
N g s A\“’d e
" o oW \W‘W and
A

Figura 29- Frequéncia relativa (%) das espécies de pequenos mamiferos por local de coleta. Unidade
Fazendinha, Sabara/MG. Abril/2011 - Maio/2012.

Como em cada coleta os mamiferos receberam anilhas numeradas, pode-se verificar a
ocorréncia de recapturas, sendo efetuados 65 registros de pequenos mamiferos. Somente trés
espécies foram recapturadas, sendo D. albiventris a mais frequentemente encontrada. Na

Trilha 2 houve o maior nimero de recapturas dentre os locais de coleta (Tab. VI).
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Tabela VI- Numero de espécimes de pequenos mamiferos recapturados na Fazendinha, Sabard/MG.
Abril/2011 - Maio/2012. 2% a 72 (segunda a sétima recapturas).

. Trilha 1 Trilha 2 Trilha 3 Total
Recapturas Espécies
n % n % n % n %

28 Didelphis albiventris 2 13.3 13 41.9 10 50.0 25 38.5

Necromys lasiurus 6 40.0 1 3.2 7 10.8

Gracilinanus microtarsus 1 3.2
3 Didelphis albiventris 1 6.7 10 32.3 6 30.0 17 26.2

Necromys lasiurus 3 20.0 3 4.6
4a Didelphis albiventris 2 13.3 3 9.7 2 10.0 7 10.8
58 Didelphis albiventris 1 6.7 1 3.2 1 5.0 3 4.6
62 Didelphis albiventris 2 6.5 2 3.1
7 Didelphis albiventris 1 5.0 1 1.5

Total 15 31 20 66

Fatores abidticos: Nenhuma das espécies foi capturada em todos os meses de coleta.

Akodon cursor foi coletada somente em abril/2011, G. ingrami em setembro/2011 e S.
brasiliensis em julho/2011. Cerradomys subflavus foi coletada entre abril e julho/2011 e
depois somente em novembro do mesmo ano. Didelphis albiventris ndo foi coletada somente
em setembro e outubro de 2011. Esta espécie, juntamente com G. microtarsus, foram as
Unicas a serem coletadas entre janeiro e maio de 2012.

O periodo que apresentou maior incidéncia de capturas foi de abril a agosto/2011,
enquanto os meses de janeiro, abril e maio/2012 apresentaram a menor incidéncia do nimero
de individuos capturados (Tab. VII).

Analisando-se os dados meteorolégicos e as coletas dos mamiferos, observou-se
correlacdo positiva de A. cursor com indice pluviométrico de duas semanas anteriores as
coletas [Spearman (rs) = 0.63, p < 0.02]. A espécie N. lasiurus apresentou correlacdo negativa
para URA de duas semanas e uma semana antes das coletas (rs = -0.63, p < 0.02; rs = -0.77, p
< 0.003) respectivamente. A espécie S. brasiliensis também apresentou correlacdo negativa,
porém com relacdo a temperatura média (rs = -0.64, p < 0.024) e temperatura minima (rs = -
0.67, p < 0.018) de duas semanas anteriores as coletas. As demais espécies ndo apresentaram

nenhum tipo de correlagdo com os dados abioticos (Tab. VIII).
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Tabela VII- Abundéancia absoluta das espécies de pequenos mamiferos por data de coleta, Sabara/MG. Abril/2011 - Maio/2012.

Coletas
S \&\\9 WG i 2 A
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Total
Akodon cursor (Winge, 1887) 1 1
Cerradomys subflavus (Wagner, 1842) 3 3 2 2 1 11
Didelphis albiventris Lund, 1840 15 4 5 3 9 6 2 5 3 1 53
Gracilinanus microtarsus (Wagner, 1842) 1 2 1 1 1 1 1 1 9
Guerlinguetus ingrami Thomas 1901 1 1
Necromys lasiurus (Lund, 1840) 1 1 6 11 11 1 31
Oligoryzomys Bang 1900 sp. 1 1 1 1 4
Sylvilagus brasiliensis (Linnaeus, 1758) 1 1
Total 20 10 9 14 13 12 10 9 3 6 4 1 111




Tabela VI11- Coeficientes de Correlacdo (rs) das espécies de mamiferos da Unidade Fazendinha, Sabara/MG. Abril/2011-Maio/2012. Pluvio =
indice Pluviométrico; Temp Média = Temperatura Média; Temp Méxima = Temperatura Maxima; Temp Minima = Temperatura Minima; URA

= Umidade Relativa do Ar; 2 sem= duas semanas antes das coletas; 1 sem= uma semana antes das coletas; sem= semana das

Espécies Pluvio Temp Média Temp Méxima Temp Minima URA

2sem 1sem sem 2sem 1sem sem 2sem 1sem sem 2sem 1sem sem 2sem 1lsem sem

Akodon cursor

() 0.63 075 -0.06 0.27 0.48 0.20 0.26 0.45 0.25 0.34 045 0.25 -0.01 0.04 0.29
(P)  0.028 0.005 0.846 0.211 0.477 0.152 0.416 0.141 0.436 0.275 0.146 0.437 0.031 0.058 0.223

Cerradomys subflavus
(rs) 0.13 0.33 -0.35 -0.17 -0.15 0.00 -0.11 -0.22 0.00 -0.10 -0.04 -0.08 -0.18 0.12 -0.03
(p) 0.681 0.291 0.262 0.598 0.651 0.997 0.737 0.487 0.991 0.750 0.891 0.807 0.567 0.715 0.938

Didelphis albiventris
(rs) 0.55 0.57 -0.01 0.11 0.33 0.09 0.00 0.21 0.15 0.30 0.47 0.15 0.24 0.42 0.48
(p) 0.063 0.053 0.982 0.727 0.297 0.786 1.000 0.511 0.644 0.342 0.121 0.643 0.445 0.179 0.114

Gracilinanus microtarsus
(rs) -0.13 -0.24 0.04 -0.39 -0.37 -0.02 -0.40 -0.44 -0.06 -0.40 -0.27 -0.16 -0.14 0.02 -0.20
(p) 0.684 0.459 0.892 0.212 0.240 0.955 0.198 0.151 0.846 0.199 0.398 0.618 0.671 0.952 0.536

Guerlinguetus ingrami
(ry -0.27 -0.22 -0.19 -0.05 0.16 0.01 0.27 0.33 0.06 -0.22 -0.26 0.08 -0.43 -0.62 -0.17
(p)  0.398 0.487 0.553 0.885 0.618 0.984 0.401 0.296 0.842 0.497 0.413 0.813 0.158 0.030 0.594

Necromys lasiuris
(ry -0.47 -0.30 -0.38 -0.16 -0.03 -0.12 0.23 0.18 -0.07 -0.48 -0.49 -0.14 -0.63 -0.77 -0.48
(p)  0.127 0.340 0.220 0.621 0.934 0.716 0.470 0.569 0.819 0.114 0.110 0.672 0.027 0.003 0.111

Olygoryzomys sp.
(ry) -0.54 -0.28 -0.23 -0.21 -0.19 -0.24 -0.06 -0.17 -0.23 -0.27 -0.16 -0.27 -0.24 0.00 -0.14
(p) 0.067 0.373 0.478 0.506 0.547 0.452 0.853 0.596 0.463 0.388 0.618 0.389 0.450 0.996 0.673

Silvylagus brasiliensis
(ry)y -0.27 -0.04 -0.19 -0.64 -0.35 -0.45 -0.47 -0.27 -0.58 -0.67 -0.30 -0.51 -0.28 0.00 -0.13

| (p)  0.398 0.914 0.551 0.024 0.260 0.138 0.122 0.388 0.049 0.018 0.344 0.093 0.371 0.997 0.681
coletas.
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5.3 Dengue virus em Aedes albopictus capturados:

Para a deteccdo de dengue-virus foram testados por gRT-PCR 31 pools de A.
albopictus (Tab. X). Destes 19 (61 %) foram positivos para um dos sorotipos, sendo 16 (84
%) dos pools positivos para DENV-1 ou DENV-3 e trés (16 %) para DENV-2 ou DENV-4.
Houve ainda deteccdo, em trés amostras (25, 29 e 31), de coinfeccdo para DENV-1 ou
DENV-3 e DENV-2 ou DENV-4 (Fig. 31 a 35). Nas Trilhas 2 e 3 houve deteccdo de pools de
A. albopictus positivos para dengue-virus (Tab. IX e Fig. 30).

Figura 230- Localizagdo dos pools de Aedes albopictus positivos para DENV nos locais de coleta da
Unidade Fazendinha, Sabara/MG, Abril/2011 - Maio/2012. Nimero no marcador indica quantidade de
pools positivos em cada ponto de coleta.

Tabela 1X- Amostras (pools) de Aedes albopictus submetidas a gRT-PCR utilizando SYBR Green®
Master Mix por local de coleta, total de amostras positivas e porcentagem de positividade por loca.
Unidade Fazendinha, Sabard/MG. Abril/2011 - Maio/2012.

Pools Positivos %

Trilha 1 1 0 0%
Trilha 2 9 6 66%
Trilha 3 21 13 62%

31 19 61%
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Tabela X- Total de amostras (pools) de Aedes albopictus submetidas a gRT-PCR utilizando SYBR
Green® Master Mix. F(Q): total de fémeas no pool; M(J): total de machos no pool; +: amostras
positivas para DENV-1 ou DENV-3 e DENV-2 ou DENV-4. Unidade Fazendinha, Sabara/MG.
Abril/2011 - Maio/2012.

Amostra Local Aedes albopictus DENV-1ou DENV-2ou
(pool) F () M (&) DENV-3 DENV-4
1 Trilha 2 1 +
Trilha 2 1

3 Trilha 3 3 +

4 Trilha 3 4

5 Trilha 3 2 +

6 Trilha 2 2

7 Trilha 1 1

8 Trilha 3 1 +

9 Trilha 3 2 +

10 Trilha 2 2 +

11 Trilha 3 2 +

12 Trilha 3 8

13 Trilha 3 2 +

14 Trilha 3 1 +

15 Trilha 3 1 +

16 Trilha 3 1

17 Trilha 3 3 +

18 Trilha 3 2 +

19 Trilha 3 8

20 Trilha 3 2 +

21 Trilha 3 7

22 Trilha 3 1 +

23 Trilha 2 1

24 Trilha 2 1 +

25 Trilha 2 6 + +

26 Trilha 2 1 +

27 Trilha 3 2

28 Trilha 3 1

29 Trilha 2 4 + +

30 Trilha 3 9

31 Trilha 3 3 + +
Total 69 16 16 6

As amostras positivas no qRT-PCR foram submetidas a PCR convencional para se

tentar detectar os sorotipos especificos. Em nove delas (47 %) pode-se inferir a confirmagéo
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dos sorotipos: em trés amostras (33 %) para DENV-1 (9, 10 e 26), quatro (45 %) para DENV-
2 (1, 13, 20 e 28) e duas (22 %) (8, 25) para DENV-2 e DENV-4 concomitantemente (Tab.

XI). Nas demais amostras ndo houve amplificagéo.

Tabela XI- PCR convencional das amostras de Aedes albopictus submetidas ao gRT-PCR e positivas
para DENV. D1: amostra positiva para DENV-1; D2: amostra positiva para DENV-2; D2 e D4:
amostras positivas concomitantemente para DENV-2 e DENV-4; “-“: amostras ndo amplificadas. Para
resultados da gRT-PCR vide Tab. X.

N° Amostra Resultado PCR
Data coleta
gRT-PCR qTR-PCR  DENV-1ou DENV-3 DENV-2 ou DENV-4
1 nov/11 D2/D4 - D2
3 nov/11 D1/D3 - -
5 nov/11 D1/D3 - -
8 nov/11 D2/D4 - D2 e D4
9 nov/11 D1/D3 D1 B}
10 nov/11 D1/D3 D1 -
11 nov/11 D1/D3 - B}
13 nov/11 D1/D3 - D2
14 set/11 D1/D3 - .
15 set/11 D1/D3 - N
17 nov/11 D1/D3 - B}
18 nov/11 D1/D3 - -
20 nov/11 D2/D4 - D2
22 nov/11 D1/D3 - .
24 nov/11 D1/D3 - -
25 nov/11 D1/D3 e D2/D4 - D2e D4
25 nov/11 D2/D4 -
26 nov/11 D1/D3 D1 B,
29 nov/11 D1/D3 e D2/D4 - D2
31 nov/11 D1/D3 e D2/D4 - R
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Figura 241- Curva da temperatura de melting (Ty) dos pools de Aedes albopictus positivos para os
sorotipos DENV-1/DENV-3 por gRT-PCR utilizando SYBR Green® Master Mix. Seta indica a curva
das amostras. A. Curvas do controle positivo: DENV-1 (72.62), DENV-3 (73.82) e controle negativo
(NTC). B. a F. curvas das amostras 3, 5, 9, 10 e 11 (vide Tab. X).
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Figura 252- Curva da temperatura de melting (Ty) dos pools de Aedes albopictus positivos para os
sorotipos DENV-1/DENV-3 por gRT-PCR utilizando SYBR Green® Master Mix. Seta indica a curva

das amostras. A. a F. curvas das amostras 13, 14, 17, 18 e 22 e 24 (vide Tab. X).
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Figura 263- Curva da temperatura de melting (Ty) dos pools de Aedes albopictus positivos para os
sorotipos DENV-1/DENV-3 por gRT-PCR utilizando SYBR Green® Master Mix. Seta indica a curva

das amostras. A. a D. curvas das amostras 25, 26, 29 e 31 (vide Tab. X).
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Figura 274- Curva da temperatura de melting (Ty) dos pools de Aedes alboplctus positivos para 0s
sorotipos DENV-2/DENV-4 por gRT-PCR utilizando SYBR Green® Master Mix. Seta indica a curva
das amostras. A. Curvas do controle positivo: DENV-2 (74.13), DENV-3 (73.98) B. a D. curvas das
amostras 1, 8 e 20 (vide Tab. X).
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Figura 285- Curva da temperatura de melting (Ty) dos pools de Aedes albopictus positivos para os
sorotipos DENV-2/DENV-4 por gRT-PCR utilizando SYBR Green® Master Mix. Seta indica a curva
das amostras. A. a C. curvas das amostras 25, 26, 29 e 31 (vide Tab. X).
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5.4 Dengue virus em pequenos mamiferos:

Dos 176 espécimes de pequenos mamiferos coletados (Item 5.1.2) foram obtidas 114
(65 %) amostras de sangue, pertencentes a sete das oito espécies capturadas. Espécimes que
apresentavam qualquer tipo de debilidade fisica ou ainda fémeas que estavam gravidas nédo
tiveram o sangue retirado, por isso ndo foi obtido material para anlise de todos os animais

coletados.

Os soros provenientes dos sangues foram submetidos ao teste IgG-ELISA para uma
triagem inicial contra anticorpos especificos anti-dengue. Dentre todas as 114 amostras
testadas, 11 (10 %) apresentaram positividade, que variou entre 3.4 % para N. lasiurus e 27.5
% para C. subflavus (Tab. XII).

Tabela XII- Numero total de soros de pequenos mamiferos testados por 1gG-ELISA e respectivas
porcentagens para amostras positivas e negativas. Unidade Fazendinha, Sabard/MG. Abril/2001-
Maio/2012.

ELISA-Positivos ELISA-Negativos

Espécie Amostras N % N %
Didelphis albiventris 64 6 94 58 90.6
Cerradomys subflavus 11 3 27.3 8 72.7
Necromys lasiurus 29 1 3.4 28 96.6
Oligoryzomys sp. 4 1 25.0 3 75.0
Gracilinanus microtarsus 4 0 0.0 4 100.0
Guerlinguetus ingrami 1 0 0.0 1 100.0
Sylvilagus brasiliensis 1 0 0 1 100.0

Total 114 11 103

Aliguotas de nove das 11 amostras positivas para IgG-ELISA foram submetidas ao
teste de soroneutralizacdo (PRNT). Ndo foram testadas todas as amostras por ndo haver soro
suficiente para a realizagdo dos experimentos. Das amostras analisadas, seis apresentaram
PRNT > 50%, ou seja, 0 soro testado foi capaz de neutralizar a formacéo de placas citopaticas
em mais de 50% quando comparadas com o controle, indicando a presenca de anticorpos

especificos anti-dengue (Tab. XIII).
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Tabela XI11- Namero total de soros de pequenos mamiferos testados por soroneutralizacéo

(PRNT) e respectivas porcentagens de reducdo de placa para cada sorotipo de DENV.

Numeros em negrito com PRNT > 50 %. N. amostras (PCR): codigo utilizado nos testes de

PCR das respectivas amostras (vide Fig. 37). Unidade Fazendinha, Sabar&/MG. Abril/2011-

Maio/2012.
N. Espécies Coleta  Local DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4
Amostras (méslano) (Trilha)
(PCR) MP % | MP % MP % MP %
1 Cerradomys subflavus abr/11 1 80 53 | 325 29 3B0 24 |20 21
2 Cerradomys subflavus abr/11 1 130 0 36.0 22 360 22 |215 41
3 Didelphis albiventris abr/11 3 100 0 28.0 39 365 21 10 97
- Oligoryzomys sp. mai/11 3 180 0 [ 325 29 45 1 |45 0
4 Didelphis albiventris mai/11 2 180 0 29.0 37 380 17 25 93
5 Cerradomys subflavus jun/11 1 100 41 | 320 30 480 0 115 68
- Necromys lasiurus set/11 1 240 0 425 8 - - 520 0
6 Didelphis albiventris nov/11 2 210 O 32.0 30 450 0 50 86
7 Didelphis albiventris nov/11 3 170 0 32.5 29 475 0 35 90
cv 17.0 46.0 45.0 36.5

MP: média do nimero de placas formadas

CV: controle positivo (nimero de placas formadas)

Sete amostras positivas para soroneutralizacdo (amostras 1 a 7 Tab. XIIl) e uma

positiva para ELISA (amostra 8 Fig. 36) foram entdo submetidas a PCR para deteccdo viral,

uma vez que destas foi possivel a extracdo de RNA e producdo de cDNA. A amostra 1 foi

positiva para DENV-1, a amostra 2 foi positiva para DENV-2, a amostra 8 para DENV-3 e as

amostras 3, 4, 5, 6 e 7, para DENV-4 (Fig. 37).
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Figura 296- Gél de poliacrilamida 8 % das amostras de oito pequenos mamiferos positivos para
dengue-virus por PRNT ou ELISA. Ladder: padrdo de bandas (100 a 500 pb); Linhas 1 a 8 (amostras

com cDNA diluido (1:20); Linhas 9 a 18 (repeti¢cdo em sequéncia das amostras 1 a 8, com cDNA néo

diluido); D1-D4: controle-positivo para os quatro sorotipos. Mix e MixTag: controles negativos.
DENV-1: 482 pb; DENV-2: 119 pb; DENV-3: 288 pb; DENV-4: 394 pb.

Tabela XIV- Comparacdo entre as metodologias de deteccdo de DENV utilizadas nas amostras de
soros de pequenos mamiferos da Unidade Fazendinha, Sabard/MG, Abril/2011 - Maio/2012. ELISA
(IgG-ELISA); PRNT (soroneutralizagdo); PCR (RT-PCR). + / -: reacdo positiva (+) ou negativa (-)
para cada uma das técnicas utilizadas; na: analise ndo realizada. Numeragdo ao lado do nome

especifico € a mesma utilizada nas amostras que foram submetidas a PCR (vide Fig. 37).

PRNT PCR
Espécie ELISA
+/- DENV | +/- DENV
Cerradomys subflavus (1) + + 1 + 1
Cerradomys subflavus (2) + + - + 2
Didelphis albiventris (3) + + 4 + 2/4
Oligoryzomys sp. + + - na na
Didelphis albiventris (4) + + 4 + 2/4
Cerradomys subflavus (5) + + 4 + 2
Necromys lasiurus + - - na na
Didelphis albiventris (6) + + 4 + 2
Didelphis albiventris (7) + + 4 + 2
Didelphis albiventris (8) + na na + 3
Didelphis albiventris + na na na na
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6 DISCUSSAO

6.1 - Estrutura da comunidade dos culicideos

O presente trabalho realizou capturas de mosquitos adultos em area de remanescente
de mata urbana, utilizando a armadilha BGS em um periodo de 12 meses. Apesar de ter sido
desenvolvida com o objetivo de capturar fémeas de A. aegypti e A. albopictus (Kroeckel et al.
2006), a armadilha apresenta aplicacdo também para capturar outras espécies de culicideos,
urbanas ou silvestres (Gama et al. 2012, Hepairai et al. 2013). Foram encontrados dez géneros
e 26 espécies, semelhante as 25 espécies pertencentes a nove géneros encontradas por Gama
et al. (2012) em Porto Velho (RO). Neste mesmo trabalho 96 % dos espécimes coletados
foram fémeas e 4 % de machos, diferente da proporcdo de 1.5 % de machos encontrada no
presente trabalho. Sabe-se que machos sdo encontrados ao redor de humanos a procura de
fémeas para cOpula (Hartberg 1971 apud Maciel-de-Freitas et al 2006) e, de acordo com
Gadelha & Toda 1985 eles sdo um indicativo seguro da presenca de criadouro proximo. Desta
forma, especula-se que a captura de machos pela BGS esteja relacionada a estrutura e
composicdo da armadilha, que simulam um hospedeiro humano (Krdckel et al 2006, Maciel-
de-Freitas et al 2006), a proximidade destas a um criadouro ou mesmo algum tipo de
feromonio sexual que atraia 0s machos para o local onde as fémeas estejam (Paix&o 2011).

A utilizacdo de CO, em armadilhas é bastante relatada para aumentar a captura de
culicideos em éareas silvestres principalmente (Reeves 1990, Canyon & Hii 1997, Meeraus et
al. 2008). Os resultados do presente trabalho corroboram a literatura, indicando que o uso do
CO, aumenta a abundancia de culicideos capturados em remanescente de mata urbana.

As areas onde foram realizadas as coletas na Unidade Fazendinha em Sabara
demonstraram ter um perfil préprio de espécies encontradas, de acordo com a andlise de
NMDS. As altas porcentagens de dissimilaridade encontradas confirmam este perfil, sendo as
areas de mata (Trilhas 2 e 3) mais semelhantes quanto ao perfil de espécies do que as areas de
campo e mata (Trilha 1 e Trilha 2; Trilha 1 e Trilha 3 respectivamente) e ainda mata e area
construida (Trilha 2 e Escola; Trilha 3 e Escola respectivamente). De forma interessante
percebe-se que, apesar das areas de coleta serem relativamente proximas (alguns pontos entre
diferentes locais distavam cerca de 100 m), hd uma preferéncia das espécies por determinados
habitats.
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Todos os métodos superestimaram a riqueza maxima em todos os locais de coleta. Isso
pode ser explicado pelo fato dos estimadores se apoiarem na heterogeneidade dos dados para
realizar suas estimativas. A cada ocorréncia de uma espécie rara (Colwell 2006), aumenta a
heterogeneidade, fazendo com que os estimadores considerem uma maior probabilidade de
encontrar novas espécies.

As espécies dominantes C. quinquefasciatus, L. durhamii, A. albopictus, H.
leucocelaenus, C. fajardi e A. aegypti demonstram um conjunto que pode representar o
cardter heterogéneo de exploracdo e preferéncia por habitats da familia. Culex
quinquefasciatus & encontrado associado a &reas com alto impacto antropico como, por
exemplo, o crescimento urbano desordenado, e que apresentam deficiéncia em infraestrutura
basica como falta de esgoto e drenagem. Ao contrario de outras espécies, que tem sua
diversidade reduzida com alteracdes ambientais, C. quinquefasciatus apresenta sua populagéo
aumentada, o que a torna a espécie predominante em locais impactados (Brasil 2011b). A
presenca dominante da espécie na Trilha 1 evidencia a proximidade da populacdo do entorno
com o local de coleta, 0 mesmo ocorrendo em menor intensidade na Trilha 3 na Area da
Escola. Na Trilha 2 também houve captura de C. quinquefasciatus, sendo o local com a menor
indice de dominancia encontrado, o que pode ser explicado pelo menor grau de perturbacdo
antropica e a dificuldade de acesso aos pontos de coleta.

Limatus durhamii apresenta larvas que sdo encontradas em criadouros naturais
eventualmente predando larvas de outras espécies de culicideos (Lopes 1999). A espécie pode
ser coletada em ambientes silvestres, mas também em &rea de peridomicilio, o que confere
uma mobilidade entre areas preservadas e antropicamente alteradas (Consoli & Lourenco-de-
Oliveira 1994). No presente trabalho a espécie foi encontrada nos quatro locais de coleta,
sendo em maior abundancia nas areas de mata (Trilhas 2 e 3).

A espécie A. albopictus é considerada de caréater silvestre no Brasil, mas, desde a sua
introducdo no pais na década de 1980, vem sendo encontrada em areas rurais, urbanas e
suburbanas e cada vez mais proxima de ambientes antropicos (Borges 2001, Gomes 2008),
algumas delas aproveitando-se dos mesmos tipos de criadouros de A. aegypti (Consoli &
Lourenco-de-Oliveira 1994). Essa mudanca de comportamento da espécie pode ser verificada
pelo encontro da espécie em todos os locais de coleta, apesar de apresentar maior abundancia
na area de mata, representada pelas Trilhas 2 e 3. Interessantemente, 20% das capturas na area

da Escola foram de A. albopictus, provavelmente devido a proximidade desse local com a
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area de mata da Trilha 2, sugerindo uma mudanca de preferéncia por habitats mais
antropizados ou ainda uma adaptacéo a estes.

Haemagogus leucocelaenus tem habitat predominantemente florestal, sendo
considerado silvestre, mas pode ser encontrada em remanescentes de mata urbana, possuindo
criadouros em cascas de frutas, ocos de arvores e internddeos de bambus (Barbosa et al.
2003). Apresentam habitat acrodendrofilico, ou seja, preferem picar em copas de arvores, mas
também séo encontrados proximos ao nivel do solo. A espécie foi coletada basicamente nas
Trilhas 2 e 3, corroborando a literatura com relagé@o ao seu habitat preferencial.

Chagasia fajardi sdo mosquitos essencialmente silvestres, com hematofagia associada
a copa de arvores e tém criadouros em pequenas colecdes de agua limpa, geralmente em
encostas de montanhas (Consoli & Lourenco-de-Oliveira 1994). Apesar da Trilha 2 apresentar
as caracteristicas descritas anteriormente e apresentar maior abundéncia relativa para a
espécie, observou-se na Trilha 3 um maior nimero de espécimes coletados (Tab. 1). Um Unico
exemplar foi encontrado na Area da Escola, enquanto 10 espécimes foram capturados na
Trilha 1, o que pode sugerir que a espécie tenha preferéncia silvestre mas pode transitar dentre
diferentes habitats contiguos.

Aedes aegypti € espécie antropofilica e endofilica, sendo associada com habitats
humanos. Foi encontrada em todos os locais de coleta, sendo a maior porcentagem na Area da
Escola, o que evidencia sua preferéncia por locais antropizados (Consoli & Oliveira 1994).

Sabethes (S.) tridentatus foi encontrada basicamente na Trilha 3, sendo um Unico
exemplar coletado na Trilha 2. De forma semelhante as demais espécies da tribo Sabethinii
que foram coletados [S. (S.) chloropterus, S. (S.) idiogenes, S. (D.) petrochiae e S. (S.)
purpureus], S. tridentatus é estritamente silvestre e sensivel a alteragdes ambientais, sendo o
reduzido nimero de exemplares capturados indicativo de alguma perturbacdo ambiental
(Dorville 1996) ou ainda um indicativo de que a metodologia utilizada talvez ndo tenha sido
apropriada para o grupo.

Espécimes do género Anopheles também foram coletados da Unidade Fazendinha.
Anopheles (N). darlingi foi encontrado nas quatro areas de coleta, sendo a Trilha 1 o local
onde o houve o maior nimero de capturas, seguido pela Trilha 3. A espécie também &
considerada antropofilica e endofilica no Brasil, associada a ocupacdo e/ou alteracdo
antropica (Consoli & Oliveira 1994). Anopheles (N.) argyritarsis foi encontradas nas trés
Trilhas, sendo o maior nimero de capturas encontrado no Trilha 3. E uma espécie que possui

como criadouros diversas colegdes d’dgua naturais, mas que também pode colonizar
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criadouros artificiais como caixas d’agua (Silva et al. 2008). Um unico exemplar de A. (A.)
punctimacula foi coletado na Trilha 2. A baixa taxa de captura de espécimes desse género
pode ter sido decorrente da auséncia de criadouros que permitissem a reproducdo em maior
namero desses insetos ou, ainda, da metodologia utilizada. A utilizagdo de armadilhas como a
BG-Maléria (adaptacdo da BGS) podem aumentar a captura de anofelinos, principalmente A.
darlingi, aléem de permitir um menor dano aos exemplares coletados (Gama et al. 2013).

A espécie C. declarator foi encontrada somente na Trilha 1 e A. scapularis, A.
punctimaculata, P. ferox e S. Petrochiae somente na Trilha 2. Uranotaenia. geometrica foi
identificada em todos os locais de coleta, exceto na Trilha 3. Todas essas espécies foram
amostradas em baixa abundancia, o que dificulta as inferéncias com relacéo a preferéncia por
determinado habitat dentre os locais de coleta.

Uma vez que algumas especies de culicideos sdo sensiveis a alteragcbes ambientais,
antrépicas ou nao, estes podem exercer importante papel de bioindicadores de qualidade de
area (Dorville 1996). Na Trilha 1, que apresentou a maior abundancia de culicideos dentre as
demais areas de coleta, C. quinquefasciatus foi a espécie dominante. Devido a essa
predominancia, o indice de diversidade desta trilha foi 0 menor, uma vez que quanto maior a
dominéncia de espécies menor a diversidade do local. Apesar de ser uma area com
caracteristicas de solo e vegetacdo condizentes com Cerrado, a grande acdo antrépica,
evidenciada principalmente pelo encontro de lixo por toda a extensdo da trilha, pode ter
modificado o perfil de espécies do local. Com isso, o levantamento da composicdo da
comunidade dessa fitopaisagem fica comprometido. A proximidade do local com as demais
areas de coleta (cerca de 200 m de distancia) pode favorecer o deslocamento entre os locais de
coleta e justificar o encontro de espécies silvestres como C. fajardi, A. albopictus, L. durhamii
Sabethes spp. nessa trilha.

Na Area da Escola também houve predominancia de espécies sinantrépicas (C.
quinguefasciatus e A. aegypti). De forma interessante, A. albopictus também foi coletada na
area, demonstrando quer a espécie pode transitar entre as areas, ou adapta-se a cada uma
delas. Assim como na Trilha 1, na Area da Escola houve coleta de espécies silvestres, como
L. durhamii, U. geometrica e C. fajardi. A proximidade com as demais areas pode justificar a
presenca destas espécies, carreadas pelo vento ou mesmo esporadicamente atraidas para o
local.

A maior diversidade de espécies nas Trilhas 2 e 3 indica um certo grau de manutengéo

das caracteristicas naturais do local. A Trilha 2, de acesso mais dificil, ndo possuia lixo ou
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vestigios de utilizacdo frequente pelos alunos e/ou moradores. As espécies dominantes, L.
durhamii e A. albopictus, que podem apresentar mobilidade entre areas preservadas e
antropicamente alteradas representaram, juntas, cerca de 70% das capturas realizadas no local.

A Trilha 3 apresentou o maior indice de diversidade, onde espécies silvestres e
sinantrdpicas foram coletadas. Observou-se a presenca de lixo e trilhas paralelas a principal,
utilizada para realizacdo das coletas. Mesmo sendo em menor intensidade que a Trilha 1, a
presenca humana propiciou o encontro de espécies como C. quinquefasciatus (25,2%) e A.
aegypti (0,5%), mas também de espécies conhecidamente de caréter silvestre, como L.
durhamii, H. leucocelaenus, S. tridentatus.

Estudos da fauna de culicideos em fragmentos de mata sdo relevantes, uma vez que 0
local pode ser utilizado como reflgio para muitas espécies de mosquitos e de hospedeiros
para a hematofagia (Barbosa et al. 2003). Coletas de larvas e adultos em remanescente de
mata em Curitiba (PR) encontraram espécies como Culex (C.) grupo coronator, que apresenta
facilidade de adaptacdo a ambientes alterados, espécies de Mansonia, que ocorrem em area
urbana normalmente associada a vegetacdo aquatica e ainda H. (C.) leucocelaenus e
espécimes da tribo Sabethini, consideradas de habito silvestre por habitarem
preferencialmente ambientes florestais, sendo importantes na transmissdo de febre amarela
(Barbosa et al. 2003).

Em Belo Horizonte (MG) foram realizadas coletas de culicideos adultos com isca
humana e capturador de Castro, ao longo de 12 meses, entre 1989 e 1990, na Estacéo
Ecoldgica da UFMG. Nessa area, um remanescente de mata inserida no interior do campus da
universidade, foram capturados exemplares de Aedes, Anopheles, Culex, Mansonia, Limatus e
Psorophora (Silva & Neves 1989). Nas coletas de mosquitos adultos realizadas com
armadilha CDC iscada com CO; no Parque Ecoldgico da Cantareira, um remanescente urbano
de mata da regido metropolitana de S&o Paulo (SP), verificou-se a presenca de 28 espécies
distribuidas em 10 géneros (Aedes, Anopheles, Coquillettidia, Culex, Haemagogus, Limatus,
Ochlerotatus, Sabethes, Tricoprosopon, Wyeomyia). A auséncia de Anopheles (Kerteszia),
somada a presenca de espécimes da Tribo Sabethini e da espécie Culex (Melanoconion)
vaxus, que possui habito hematofagico ecléticos podendo ser encontrados em ambientes
naturais ou artificiais, indica que o Parque é fragmento de mata com caracteristicas silvestres
e interferéncia antropica (Montes 2005).

Considerando as caracteristicas bioldgicas e ecoldgicas das espécies de culicideos

coletadas, a Unidade Fazendinha pode ser considerada como fragmento de mata urbana com
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manchas preservadas, apresentando caracteristicas silvestres e interferéncia antropica direta,
de forma concomitante.

Com relacdo aos fatores abioticos, Silva & Neves (1989) coletaram A. albopictus em
Belo Horizonte (MG) ao longo de todo ano, exceto nos meses de agosto e setembro, que
apresentaram os menores indices pluviométricos. Em Sabard (MG) a espécie foi encontrada
ao longo de todas as coletas e, mesmo nos meses de seca, continuou sendo capturada, apesar
da diminuicdo da populacdo. Provavelmente deve-se a sua preferéncia silvestre, que
proporciona criadouros nos meses em que a pluviosidade é muito baixa ou inexistente ou
ainda a diferenca metodoldgica utilizada nos trabalhos. O mesmo nédo foi observado para A.
aegypti que ndo foi coletada em julho de 2011, més com o menor indice pluviométrico. A
auséncia de captura pode ser justificada pelo fato da espécie de apresentar preferéncia por
criadouros artificiais, que normalmente sdo0 mais escassos nos meses de seca, diminuindo a
populacdo em campo a niveis ndo detectaveis pela metodologia de coleta escolhida.

O perfil fisiologico das fémeas estudadas indicou uma idade mais avancada da
populacdo em campo. A predominancia de fémeas nuliparas (mais novas) era esperada nas
capturas com a armadilha BGS, uma vez que esta foi utilizada com o atraente sintético de
odor humano, como ocorrido no estudo de marcacdo e recaptura realizado por Maciel-de-
Freitas et al. (2006) no Rio de Janeiro (RJ) e por Williams et al. (2006) na Australia. No
entanto, observou-se no presente estudo que a maioria das fémeas era onipara (parida), para A.
albopictus, ou estavam gravidas, como A. aegypti. As fémeas oniparas normalmente estdo em
maior quantidade no ambiente que ndo recebe medida de controle para estes vetores. Este fato
pode representar a auséncia dessas medidas no local, o que permite a permanéncia das fémeas
mais velhas no ambiente. Ja& o encontro significativo de fémeas gravidas de A. aegypti pode
estar relacionado com a proximidade da area de estudo a regides urbanizadas do municipio ou
mesmo da Area da Escola, que pode propiciar disponibilidade de alimento e criadouros.

Paixdo (2007) em capturas realizadas com a BGS na cidade de Fortaleza (CE)
encontrou maior numero de fémeas paridas (gravidas ou com sangue) comparado com outras
metodologias para captura de mosquitos adultos. Em estudos realizados na area urbana de
Belo Horizonte (MG), Moraes (2009) encontrou maior porcentagem de fémeas gravidas de A.
aegypti entre as capturas com a BGS, assim como Azara (2013) também detectou maior
porcentagem de fémeas oniparas em coletas realizadas na area urbana de Manaus (AM).

Todos estes estudos evidenciam um perfil semelhante de idade das fémeas, que pode

resultar em maior probabilidade de transmissdo do virus da dengue, uma vez que ao se
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infectar pela primeira vez, realizando repasto sanguineo em hospedeiros em periodo de
viremia, estas ficam aptas a transmitir o virus ao longo de todo o restante de sua vida, que
pode variar de 20 a 30 dias em campo (Hoeck et al. 2003).

Do ponto de vista epidemioldgico é muito importante avaliar o estado fisiologico das
fémeas de vetores, uma vez que quanto mais velha a populagdo em campo, maior a

probabilidade de transmisséo de patdgenos.

6.2 Estrutura da comunidade de pequenos mamiferos:

A érea da Fazendinha, Sabard (MG) apresenta uma paisagem montanhosa com fortes
rupturas de declive e vale encaixado a margem do Rio das Velhas, estando inserido na area de
contato dos Biomas Mata Atlantica e Cerrado. No presente trabalho foram realizadas coletas
de oito espécies de pequenos mamiferos ndo voadores ao longo de 12 meses (abril/2011 a
maio/2012) no local.

No periodo de junho a setembro de 2008 foi realizado um levantamento da fauna de
pequenos mamiferos na Fazendinha, sendo amostradas areas de Cerrado e de Mata Atlantica.
Foram coletados 35 individuos pertencentes a oito espécies. As capturas na area de Cerrado
corresponderam a 57% do total de espécimes coletados, enquanto a area de Mata apresentou
43% (Madeira 2009). Comparando as coletas do presente estudo com as realizadas nas
mesmas localidades em 2008, as capturas na area do Cerrado corresponderam a 46 % do total,
sendo 54 % na area de Mata. No entanto, considerando-se somente 0s mesmos meses de
coleta, estas porcentagens alteram-se para 73 % e 27 % respectivamente, sendo que esta
discordancia pode ser devida a diferenca nos fatores abiéticos entre as duas datas de coleta ou
mesmo alteracdes fisicas decorrentes das queimadas ou aumento da utilizacdo da area pela

populacéo local.

Das oito especies coletadas por Madeira et al. (2009) (Gracilinanus sp., D. albiventris,
Monodelphis domestica, N. lasiurus, Cerradomys sp., Rhipidomys mastacalis; Guerlinguetus
sp. e Sylvilagus brasiliensis), M. domestica e R. mastacalis foram encontradas somente
naquele ano e Akodon cursor e Oligoryzomys sp. apenas no presente trabalho. Estas espécies
habitam formacdes florestais, areas abertas adjacentes e campos de altitude ao longo da Mata
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Atlantica e Cerrado. Como no trabalho realizado em 2008 foram amostradas somente duas
estacdes, pode-se, talvez, justificar o encontro de A. cursor e Oligoryzomys sp nas coletas
realizadas em 2011 e 2012, sendo desconhecido o motivo da a auséncia das outras duas
espécies no presente trabalho.

Em um fragmento de mata do Estado de S&o Paulo foram realizadas coletas de
pequenos mamiferos utilizando armadilhas do tipo Sherman e gaiolas, iscadas com banana e
bacon (Briani et al. 2001). Com sucesso de captura variando entre 5% e 15%, foram
capturados 10 espécies de mamiferos. No presente trabalho o sucesso de captura total foi de
4.73 %, sendo mais baixo do que Briani et al. (2011) encontraram e dentro da faixa de 4 % a
20 % que Mesquita (2009) encontrou em fragmentos conectados florestais no Sul de Minas. O
CDC considera como sucesso de captura ‘razoavel” aquelas que atingem acima de 10 % mas,
devido a fatores como sazonalidade, local de coleta, metodologias escolhidas e esforgo
amostral dentre outros, essa porcentagem pode variar, sem, contudo, interferir na qualidade e
nas analises dos dados obtidos (CDC 1994).

Entre os anos de 2007 e 2008 foram realizadas coletas de mamiferos utilizando
armadilhas Tomahawk e Sherman na Estacdo Ecoldgica da UFMG, um remanescente de mata
com transicéo entre Cerrado e Mata Atlantica. Foram capturados marsupiais (D. albiventris e
Marmosops incanus) e roedores (Necromys lasiurus, Oryzomys sp.), além de terem sido
realizadas observacdes da presenca de S. brasiliensis e G. ingrami, por visualizacdo direta das
espécies ou presenca de vestigios, destacando a importancia de remanescentes urbanos na
manutencdo da diversidade bioldgica local (Silva 2008). Assim como na Fazendinha, a
Estacdo Ecoldgica da UFMG apresenta intensa movimentacdo de pessoas em seu interior,
sendo semelhantes também nas espécies de pequenos mamiferos encontradas. Sete das oito
espécies identificadas neste estudo foram encontradas na UFMG, demonstrando perfil
analogo na composicao faunistica dos dois remanescentes de mata.

Com o intuito de se monitorar comunidades de pequenos mamiferos inseridos em
pequenos fragmentos florestais conectados por corredores de vegetacdo no sul de Minas
Gerais, realizaram-se coletas ao longo de um ano, utilizando o método de captura-marcagéo-
recaptura com armadilhas Tomahawk e Sherman. Do total de individuos capturados, 59%
foram roedores e 41% marsupiais. Foram registradas 12 espécies, algumas conhecidas por
serem exclusivas de fragmentos (M. incanus, N. lasiurus e N. squamipes) e outras, como
Cerradomys subflavus, D. albiventris, G. microtarsus e O. nigripes, estando presentes tanto

nos fragmentos como nos corredores amostrados (Mesquita 2009). Na Fazendinha a maior
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porcentagem de coleta foi de marsupiais (56 %) e cinco espécies foram comuns nos dois
estudos (C. subflavus, D. albiventris, G. microtarsus, Olygoryzomys sp. e N. lasiurus).

Estudos realizados em fragmentos florestais de diferentes tamanhos em Minas Gerais
constataram 0s marsupiais foram o0s pequenos mamiferos mais comumente encontrados
(Fonseca 1989), o que corrobora os dados encontrados no presente estudo. Na Unidade
Fazendinha D. albiventris foi a Unica espécie encontrada em todos os locais de coleta, sendo
mais abundante nas Trilhas 2 e 3. A presenca de mata pode propiciar uma maior
disponibilidade de fontes alimentares, o que justificaria seu encontro mais frequente nessas
localidades.

A espécie C. subflavus foi encontrada somente na Trilha 1, assim como N. lasiurus.
As espéecies sdo encontradas em formacdes abertas e florestais de Cerrado e regides
transicionais Cerrado-Mata Atlantica, sendo dominantes em Cerrado, Cerraddo e campo sujo
(OPAS/MS 2008, Mesquita 2009). Levando-se em consideracdo as preferéncias de habitats
das espécies, estando a distribuicdo restrita ao Cerrado no presente trabalho, considera-se que
a sua ocorréncia é coerente com o descrito na literatura.

Gracilinanus microtarsus é espécie encontrada na Mata Atlantica, apesar de nao se
restringir a ela. Em Sabara a espécie foi coletada somente na area de Mata (Trilhas 2 e 3), mas
coletas realizadas em plantacdo de eucalipto em S&o Paulo indicaram a possibilidade da
espécie se adaptar a ambientes alterados pelo homem (Umetsu & Pardini 2007).

A espécie G. ingrami possui preferéncia por estratos baixos e intermediarios de
Floresta Amazonica, Mata Atlantica, Cerrado ou Caatinga. Possui importante papel na
recuperacdo de ambientes degradados e fragmentados, principalmente por ser predador e
dispersor de sementes em areas tropicais (Mendes & Junior 2011). Na Fazendinha em Sabara
(MG) um unico exemplar foi capturado em gaiola na Trilha 3, apesar de ser sido visualizada
vérias vezes proximo a Area da Escola, o que pode indicar que G. ingrami apresenta no local
um comportamento sinantrépico.

O coelho do mato S. brasiliensis tem como habitat borda de matas e apresenta habitos
noturnos. A espécie foi coletada uma Unica vez na Trilha 1, que faz divisa com uma pequena
mata, onde foi demarcada a Trilha 2, sendo o seu habitat na Fazendinha condizente com o
descrito na literatura(Hoffman & Andrew 2005). A espécie tem sido descrita como
“saborosa”, sendo utilizada na alimentagdo humana (Alves et al. 2013), podendo este ser um

dos motivos para sua baixa frequéncia de captura nas armadilhas instaladas no local.
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A espécie A. cursor foi capturada uma vez na Fazendinha, na coleta de abril de 2011
em uma gaiola instalada na area de Mata (Trilha 3). E encontrada em formagcdes florestais,
areas abertas adjacentes e campos de altitude ao longo da Mata Atlantica e é considerado
como endémica no Brasil e América do Sul. Em coletas realizadas em 2008 foram capturados
trés individuos da espécie na area de mata da Trilha 2 (Madeira 2008). Apesar da acdo
antropica, aparentemente, ndo interferir quanto a sua abundancia (Geise 2012), no presente
estudo a Unica coleta desta espécie pode indicar a diminui¢do de sua populacdo frente a
perturbacgdo antropica encontrada na area.

Oligoryzomys sp. habita formacdes florestais, Mata Atlantica e Cerrado (OPAS/MS
2008). No presente trabalho quatro exemplares do género foram coletados: um na Trilha 2 e
trés na Trilha 3, estando entdo restrita a area de mata da Fazendinha. O género possui
informacdes anatdbmicas de limites morfoldgicos e diferencas regionais mal estabelecidas, o
que dificulta a sua identificacdo especifica (Machado et al. 2011). Dessa forma, optou-se no
presente trabalho pela classificacdo genérica dos espécimes coletados.

Além de seu papel ecoldgico na dispersdao de sementes, A. cursor, N. lasiurus e
algumas espécies de Oligoryzomys sdo consideradas como reservatorios de hantavirus (Brasil
2002b, Figueiredo et al. 2010, Limongi et al. 2013), podendo também participar do ciclo
epidemioldgico da peste bubdnica (Brasil 2013). Tais fatos incentivam a realizacdo de
trabalhos relacionando monitoramento e inquéritos epidemiol6gicos em remanescentes de
mata, que podem servir de habitat para a espécie.

Com excecdo de G. ingrami que ndo apresenta um status quanto ao seu estado de
conservacao, todas as demais espécies coletadas neste trabalho tém seu estado de conservacao
considerado pela Unido Internacional de Conservacdo da Natureza (IUCN) como pouco

preocupantes.

6.3 Dengue virus em Aedes albopictus:

No presente trabalho constatou-se a presenca de DENV-1, DENV-2 e DENV-4 em A.
albopictus coletados em area de remanescente de mata urbana, no municipio de Sabara (MG).

Desde 1993 vem-se detectando exemplares da espécie naturalmente infectados com DENV no
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Brasil (Serufo et al. 1993, Ibafiez-Bernal et al. 1997, Cecilio et al. 2009, Figueiredo et al.
2010), sendo estes relatos cada vez mais frequentes. Mesmo assim, 0 MS, responsavel no pais
pela elaboracdo de medidas de controle da dengue no pais, ndo considera o A. albopictus
como vetor do DENV, focando o combate ao vetor exclusivamente para A. aegypti (Brasil
2002a, 2013a). Cecilio et al. (2009) afirmam que a utilizacdo de estratégias de controle para
A. albopictus, seguindo 0os mesmos parametros empregados para A. aegypti pode ser um risco
para o controle de dengue no pais, por desconsiderarem as caracteristicas intrinsecas tanto do

A. albopictus quanto dos locais por ele habitados.

Alguns aspectos podem contribuir para a espécie ser considerada como vetora de
DENV no Brasil. Uma das principais seria sua competéncia vetorial. Sabe-se que em
condicGes laboratoriais A. albopictus é capaz de se infectar e transmitir DENV e diversos
outros arbovirus (febre amarela, Oropouche, Encefalite Japonesa, Virus do Oeste do Nilo,
Zica) (Shroyer 1986, Hawley 1988, Estrada-Franco & Craig 1995, Lambert et al. 2010).
Aliada a essa competéncia, pode-se citar sua maior susceptibilidade a diferentes virus em
comparagdo com o A. aegypti (Mitchell 1995). Além da competéncia vetorial, caracteristicas
biolégicas e ecoldgicas como comportamento eclético de hematofagia (incluindo a
antropofilia), adaptacdo a diferentes habitats, grande valéncia ecoldgica (Borges 2001, Gratz
2004), favorecem a expansao e adaptacdo da espécie em praticamente todo o pais. Em alguns
municipios de Minas Gerais, por exemplo, o A. albopictus é a espécie dominante, superando
em abundancia o A. aegypti, 0 que aumenta o contato da espécie com o ser humano (Mitchell
1995).

Com a utilizacdo de diferentes técnicas de deteccdo viral (QRT-PCR e PCR
convencional), pode-se detectar pools de A. albopictus, das coletas da Fazendinha, infectados
com os trés sorotipos de Dengue virus. A utilizacdo de mais de um recurso auxilia na
elucidacdo do resultado e, mesmo que ndo ocorra sobreposicdo de resultados, muitas vezes
devido as diferencas inerentes da propria técnica, estes podem ser considerados mais

confiaveis quando obtidos em conjunto (Cordeiro 2012).

Dos pools de mosquitos positivos para DENV, dois foram confirmados com DENV-4.
De acordo com 0 MS, o sorotipo DENV-4 somente foi reconhecido como circulante no Brasil
em 2011 (Brasil 2011), apesar de em 2005 amostras de pacientes em Manaus (AM) ja terem

detectado o sorotipo na cidade (Figueiredo et al. 2005). A presenca dos diferentes sorotipos de
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dengue na Fazendinha sugere: (a) que o local ja apresenta os virus circulantes, num ciclo
silvestre; (b) vetores podem ter entrado em contato com a populacdo humana e, com isso,
fazer o tréafico viral (Marcondes & Tauil 2011), estabelecendo um ciclo retrogrado urbano-

silvestre (Teixeira et al. 1999).

A presenca de dois pools co-infectados por DENV-2 e DENV-4, sendo uma com um
unico macho da espécie (amostra 8) e outra um pool com seis fémeas (amostra 25) pode
levantar questionamentos sobre a infectividade deste vetor. Como as seis fémeas foram
testadas em conjunto, ndo se sabe se a co-infecgdo ocorreu em um Unico espécime ou em mais
de um deles. O encontro de machos infectados pode indicar transmissdo vertical e ter
importante papel em épocas interepidémicas ou mesmo nas épocas de seca (Cecilio et al.
2009). A espécie também ja apresentou co-infeccdo por diferentes arbovirus como Dengue
virus e Chikungunya (Vazeille et al. 2010). A importancia epidemioldgica de espécies vetoras
co-infectadas por diferentes virus, ou por mais de um sorotipo de DENV, por exemplo, ainda
¢ desconhecida, necessitando a avaliacdo de outros parametros epidemioldgicos para se

estabelecer sua importancia (Pessanha et al. 2011).

Apesar de ndo terem sido obtidos dados de circulacdo viral em pacientes e nem em
mosquitos no municipio de Sabard, constata-se a circulagdo concomitante dos DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4 desde 2011 em Belo Horizontes.

O municipio de Sabara fica distante aproximadamente 30 Km da capital mineira. Com
a expansdo e especulagdo mobiliaria nas cidades da regido metropolitana de Belo Horizonte,
tem havido um movimento de desconcentragdo demografica da capital para outros
municipios, assim como para Sabard (Matos 1999). Essa mudanca de perfil, aliada aos
movimentos pendulares (residir em um municipio e trabalhar em outro), induz a um aumento
do fluxo populacional e, consequentemente, de patdgenos carreados de um local para outro,
incluindo-se o dengue-virus. Ressalta-se que a area experimental, Fazendinha, era
intensamente utilizada pelos moradores, alunos e pelos proprios professores, a sua maioria
moradores de Belo Horizonte (Rilson Barbosa, comunicacdo pessoal). Essa migracdo diaria
de pessoas pode colaborar diretamente com a circulacéo viral da populagcdo humana para 0s
mosquitos do local. Ressalta-se que A. albopictus foi detectado ao longo dos 12 meses de
trabalho na Fazendinha, em todas as areas coletadas, o que favorece ainda mais 0 contato

vetor-humanos.
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Houve encontro de espécimes infectados com DENV nas Trilhas 2 e 3. Como somente
um pool de A. albopictus pertencente a Trilha 1 foi testado, esta auséncia de positividade no
local pode ter sido devido a baixa amostragem. Nenhum pool pertencente a area da Escola foi
testado para DENV, o que ndo permitiu inferir sobre a transicdo de vetores infectados no
local. Mas, sabendo-se que a espécie transita entre todos os locais coletados da &rea
experimental, ha possibilidade de haver individuos infectados por DENV também nesses
locais, considerando sua capacidade de dispersdo, proximidade entre as areas coletadas e

condicGes favoraveis para manutencdo do seu ciclo evolutivo.

Aedes albopictus é considerado por alguns autores como espécie antropofilica (Gratz
et al. 2004, Benedict et al 2007). Por outro lado, ha relatos de que a espécie ndo seja tdo
adaptada a ambientes urbanos e sua reduzida antropofilia em relacdo ao A. aegypti pode torna-
la um vetor menos eficiente (Rezza 2012). Os resultados do presente trabalho sugerem a
mobilidade da espécie entre ambientes abertos (Cerrado), area construida (Escola) e ainda
area de Mata (Trilhas 2 e 3), evidenciando certa flexibilidade para transitar entre diferentes
habitats. Mesmo tendo a maior abundéancia relacionada a area de Mata, o encontro de A.
albopictus nos demais locais de coleta indica que a espécie possa realizar todo seu ciclo

bioldgico no local, desde a postura de ovos até a alimentacdo sanguinea.

Coletas de A. albopictus utilizando a BGS em Nova Jersey (USA) detectaram sangue
de roedores, cachorros, gatos e gambés, além do homem, no contetdo intestinal (Egizi et al.
2013). Considerando a presenca da espécie principalmente em area de mata, com ocorréncia
de mamiferos ndo primatas que podem ser utilizados na alimentacdo sanguinea da espécie, e
ainda sua suscetibilidade a varios patdgenos, A. albopictus pode vir a participar de ciclos
enzooticos de agentes etioldgicos possivelmente presentes nesses mamiferos, incluindo

dengue.

Levando-se em consideracdo o evidente contato de A. albopictus com DENV, o
namero crescente de trabalhos reportando a expansdo e adaptacdo da espécie em diversos
ambientes, além das caracteristicas inerentes a espécie, deve haver um questionamento sobre
a tomada de decisdo e as medidas preconizadas para o combate a transmissao do virus no

pais.
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6.4 Dengue virus em pequenos mamiferos:

No Brasil, este é o primeiro relato de sorologia e virologia positivas para dengue-virus
em roedores e marsupiais. Inquéritos soroldgicos e investigaces epidemioldgicas indicam o
contato de primatas com o dengue-virus e os incluem na manutencgdo de ciclos silvestres de
dengue (Peiris et al. 1993, Gubler 1998, Silva et al. 1999, Moncayo et al. 2004). Mais
recentemente esse tipo de levantamento tem sido realizado também com mamiferos néo
primatas, incluindo roedores, gambas e morcegos na Guiana Francesa (De Thoisy et al. 2004,
2009). Comparando os resultados encontrados na Fazendinha, Sabard (MG) com aqueles da
Guiana Francesa percebeu-se que, apesar das ordens serem semelhantes, nenhuma das
espécies aqui testadas foi analisada anteriormente. Assim, registra-se pela primeira vez
sorologia positiva para dengue em D. albiventris e C. subflavus.

As amostras positivas para DENV foram coletadas entre abril e novembro de 2011.
Em todos os locais de coleta houve positividade das amostras, em pelo menos uma das
metodologias de deteccdo utilizadas. De forma semelhante ao discutido para os mosquitos, a
utilizacdo de diferentes técnicas pode ser considerada um modo mais confiavel de se obter
resultados quando obtidos em conjunto (Cordeiro 2012). Pode-se citar, por exemplo, o ELISA
e a PCR. Ambos sdo testes confiaveis, utilizados para uma grande variedade de diagndésticos
mas, muitas vezes, os resultados positivos para ELISA nédo séo reproduzidos na PCR, devido
a uma baixa carga viral nas amostras analisadas. Apesar disso, os dois testes, que podem ser
complementares, sdo extremamente validos.

Desconhece-se o real papel das espécies de pequenos mamiferos na epidemiologia da
dengue. Especula-se que possam ser hospedeiros definitivos, secundarios ou acidentais ou
ainda que possam atuar como reservatérios permitindo a manutencao do virus no local, sendo
fonte para infeccdo dos mosquitos e para transmissao interepidémica da doenca (De Thoisy et
al. 2009). Questionamentos sobre duracdo da viremia, patologia ou mesmo mudanga de
comportamento nos pequenos mamiferos infectados por DENV podem ser levantados, sendo
a elucidagéo destas e outras perguntas solucionadas, talvez, com estudo mais aprofundados
sobre a relacdo vetor-virus-hospedeiro em ambientes silvestres, inseridos ou ndo em areas
urbanas. Sendo assim, a investigacdo da ocorréncia de ciclo de dengue silvestre nas Américas,

com foco nos mosquitos e mamiferos ndo humanos em areas de mata, sdo imprescindiveis,
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mesmo que ainda ndo tenham sido relatados casos ou mesmos surtos relacionados a essas
areas (Marcondes & Tauil 2011).

Considerando o encontro de A. albopictus infectados com DENV no presente trabalho,
além de sua distribuicdo e abundéncia nas areas de coleta da Fazendinha, parece haver contato
destes mosquitos com os pequenos mamiferos presentes no local. Apesar de ainda néo ter sido
realizado o sequenciamento para se comparar se 0s Virus circulantes nos mamiferos séo
semelhantes aqueles encontrados nos mosquitos, especula-se que a espécie vetora utilize-se
dos vertebrados como fonte para o seu repasto. O habito hematofégico eclético e oportunista
do A. albopictus, a presenca em todos os locais coletados e a confirmacdo de positividade
para DENV sdo indicios que sugerem o envolvimento da espécie na transmissdo do virus para
0s pequenos mamiferos. Pode-se questionar como estaria sendo realizada a transmissdo entre
0s participantes da cadeia. Os mosquitos estariam sendo infectados ao realizar repasto
sanguineo na populacdo que utiliza a area (professores, funcionarios, alunos, invasores),
transmitindo para 0s pequenos mamiferos ou se 0s virus, mantidos em replicacdo nos
mamiferos ali existentes, seriam adquiridos pelos mosquitos no momento do repasto

sanguineo nos hospedeiros ndo humanos.

Pensando ainda na possibilidade do ciclo silvestre de dengue, estudos com outras
espécies de culicideos, como H. leucocelaenus também tém demonstrado infectividade para
DENV, tornando a questdo da transmissdo em areas de mata ou remanescentes de mata
urbana bem mais complexa e mais comum do que a relatada (Marcondes & Alencar 2010,
Figueiredo et al. 2010).

A situacdo atual de dengue é preocupante, considerando-se como area de transmissdo
somente o ambiente urbano. Com a possibilidade de areas silvestres servirem como
“refugios” para DENV, o quadro tende a se agravar, sendo as atuais medidas de controle
utilizadas ineficazes ou inadequadas para atender a um novo panorama epidemioldgico da
doenga (Marcondes & Tauil 2011).
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7 - CONCLUSOES

- A armadilha BGS € uma ferramenta capaz de capturar diferentes espécies de culicideos

em ambientes diversos;

- A utilizacdo do CO, nas armadilhas BGS em remanescente de mata urbana aumentou a

abundancia de espécimes coletados;

- O perfil de espécies de culicideos foi diferente entre as quatro areas de coleta da Unidade
Fazendinha, Sabard (MG);

- Considerando as caracteristicas bioldgicas e ecoldgicas das espécies de culicideos
coletadas, a Unidade Fazendinha pode ser considerada como fragmento de mata urbana
com manchas preservadas, apresentando caracteristicas silvestres e interferéncia antropica

direta, de forma concomitante;

- O perfil fisiolégico das fémeas estudadas indicou uma idade mais avancada da
populacdo em campo, que pode resultar em maior probabilidade de transmissdo do

dengue-virus;

- Das oito espécies de pequenos mamiferos encontradas na Fazendinha, quatro possuem
relacdo com a manutencdo, amplificacdo e disseminacdo de diferentes patdgenos, o que
estimula a conducdo de pesquisas futuras relacionando monitoramento e inquéritos

epidemiol6gicos em remanescentes de mata;

- Constatou-se a presenca de DENV-1, DENV-2 e DENV-4 em A. albopictus coletados
em &rea de remanescente de mata urbana, no municipio de Sabard (MG) com a utilizacéo
de qRT-PCR e PCR convencional, sendo um macho de A. albopictus detectado com co-
infeccdo de DENV-2 e DENV-4;

- Pela primeira vez no Brasil tem-se a detecgdo soroldgica e virologica para DENV em

pequenos mamiferos (roedores e marsupiais);
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- Foram detectados os quatro sorotipos conhecidos de DENV em duas espécies de

pequenos mamiferos, D. albiventris e C. subflavus.

- Pequenos mamiferos e o mosquito A. albopictus parecem participar de um ciclo ndo

urbano de dengue;

- Com o0 novo quadro relatado de possivel transmissao e manutencao de dengue em areas
de remanescente de mata urbana, a abrangéncia da doenca se altera o que,
consequentemente, leva ao questionamento e um olhar diferenciado para a metodologia de

controle da doenca frente a um novo quadro epidemiolégico relatado.
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8 — CONSIDERACOES FINAIS

Nas coletas de culicideos realizadas em Sabara, verificou-se que a composi¢do das
espécies de culicideos variou de acordo com os locais, sugerindo que mesmo em pequenos
fragmentos de mata ha preferéncia dos mosquitos por determinados habitats. De forma
generalizada, a Unidade Fazendinha pode ser considerada como fragmento de mata com
caracteristicas silvestres e interferéncia antropica.

Essa caracteristica da mata urbana, que é muitas vezes intensamente utilizada pela
populacgéo ao redor, faz com que o local seja referéncia e, a0 mesmo tempo, reflexo das agdes
e acontecimentos ao seu redor. Provavelmente a exposicao da area as pessoas e vice/versa fez
com que os mamiferos e mosquitos entrassem em contato com o dengue-virus. Especula-se
que esse fluxo viral possa ser da area para a populagdo humana, da populagdo humana para a
area ou ainda as duas situa¢Ges concomitantemente.

No Brasil, este é o primeiro relato de sorologia e virologia positivas para dengue-virus
em roedores e marsupiais. Apesar de ndo se saber ao certo qual o real papel dessas espécies na
epidemiologia da doenca, especula-se que ocorra a manutencao do virus no local, fazendo dos
pequenos mamiferos uma fonte para infeccdo dos mosquitos e para transmissdo
interepidémica da doenca.

Uma vez que pequenos mamiferos também podem ser utilizados como fonte alimentar
para as fémeas de A. albopictus, a espécie pode vir a participar de ciclos enzod6ticos de
diversos patogenos presentes nesses mamiferos, incluindo a dengue. Também ha
possibilidade de que outras espécies de culicideos também estejam participando desse ciclo de
transmissao silvestre da dengue como H. leucocelaenus.

Com o novo quadro relatado de possivel transmissdo e manutencdo de dengue em
areas de remanescente de mata urbana, a abrangéncia da doenca se altera o0 que,
consequentemente, leva ao questionamento e um olhar diferenciado para a metodologia de
controle da doenga frente a um novo quadro epidemioldgico relatado.

Como perspectivas para o trabalho tem-se a realizacdo do sequenciamento dos
sorotipos encontrados, para se verificar se sdo gendtipos circulantes na populagdo humana ou
se sdo silvestres. Pretende-se também realizar novos inquéritos populacionais e soroldgicos
em pequenos mamiferos nas areas de borda de remanescentes de mata, para se verificar o
fluxo desses animais entre a mata e as residéncias locais. Estudos para se identificar a fonte

alimentar dos A. albopictus nesse tipo de habitat podem ajudar a elucidar a preferéncia por
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determinados hospedeiros. Também planeja-se fazer coletas e testes de deteccdo de DENV em
outras espécies de mosquitos para se conhecer melhor a epidemiologia e a dinamica de

transmisséo de dengue em remanescentes de mata urbana.
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