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Resumo

A Dengue ¢ um dos principais problemas de satide publica no mundo e a principal
arbovirose que atinge o homem. A doenga ¢ encontrada em mais de 100 paises e
aproximadamente 2,5 bilhdes de pessoas vivem em areas endémicas (WHO, 2008).
Sendo assim, seu principal vetor nas Américas, o 4. aegypti, tem sido objeto de
inimeros estudos por apresentar ampla variacdo na sua competéncia vetorial para
DENYV dentro e entre populagdes por todo o mundo. A competéncia vetorial ¢ definida
como um mecanismo intrinseco do vetor para infecc¢ao, replicacdo e transmissdo do
virus e estd associada com o numero de barreiras anatdmicas que determinam a
eficiéncia da infec¢@o no vetor (Black IV ef al., 2002). Este estudo ¢ pioneiro no Brasil
¢ analisou a competéncia vetorial das populagdes de A. aegypti da cidade de Belo
Horizonte, para o DENV-2. Um total de 300 fémeas de 4. aegypti, de cada uma das
regionais, foram submetidas a um repasto sanguineo infectante com o DENV-2. Apds
14 dias, amostras de 40 mosquitos fémeas representativas de cada uma das regionais,
foram dissecadas a partir da separagdo da cabeca e do corpo. A presenca do virus no
corpo ¢ na cabegca dos mosquitos foi verificada através da RT-PCR “One Step”
utilizando iniciadores especificos para o DENV-2. Sendo assim, dentre as populagdes
analisadas a com maior € menor barreira de infeccdo (MIB) foi a Pampulha (93%) e a
Norte (18%), respectivamente. J4 a populacdo com maior e menor barreira de escape foi
a Venda Nova (50%) e a Centro-Sul (1%), respectivamente. Por fim, verificou-se que a
populacdo com maior competéncia vetorial foi a da regional Norte (70%) seguida pela
Oeste (30%), Centro-Sul (25%), Barreiro (25%), Venda Nova (15%), Leste (13%),
Noroeste (10%), Nordeste (5%) e a com menor foi a da Pampulha (3%). Com estes
resultados, medidas de controle do vetor poderdo ser refor¢adas nas regionais que

possuem populacdes de A. aegypti com maior competéncia para transmitir o DENV.
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Abstract

Dengue is one of the main public health problems in the world and also the main
arbovirus that infects humans. This disease is found in over 100 countries and
approximately 2.5 billion people live in endemic areas (WHO, 2008). For this reason,
the main vector in the America Continent, the 4. aegypti, has been the object of various
studies, since it shows a wide range of vector competence towards the DENV inside and
among populations around the whole world. Vector competence is defined as the
vector’s intrinsic mechanism to infection, replication and transmission of the virus and
is associated with the quantity of anatomical barriers that determine the efficiency of the
vector’s infection (Black IV e al., 2002). This study is pioneer in Brazil and analyzed
the vector competence of 4. aegypti population in the city of Belo Horizonte for
infection of the DENV-2. A total of 300 4. aegypti females of each of the nine regions
where submitted to a infective blood meal with DENV-2. After 14 days samples of 40
female mosquitoes from each of the nine regions where dissected with the separation of
the head and body. The presence of the virus in the body and the head of the mosquitoes
were made possible using the RT-PCR “One Step” with specific primers for the dengue
virus 2. This being, among the population analyzed the population with the most and
least midgut infection barrier (MIB) was Pampulha (93%) and Norte (18%),
respectively. The population with the most and least midgut escape barrier (MEB) was
Venda Nova (50%) and Centro-Sul (1%) respectively. It was also verified that the
population with the highest percentage of vector competence (VC) was from the region
Norte (70%), followed by Oeste (30%), Centro-Sul (25%), Barreio (25%), Venda Nova
(15%), Noroeste (10%) and the region with the least vector competence was Pampulha
(3%). With these results, vector control measures can be reinforced in the regions the

have A. aegypti with the most capabilities the transmit the DENV.
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1 Introducao

1.1 Estado da Arte

Os primeiros registros encontrados sobre os sintomas semelhantes a “Dengue
atual” foram descritos na enciclopédia chinesa publicada durante a Dinastia da China
Jin (265 a 420 A.D.). A doenca foi chamada de “veneno da agua” pelos chineses, pois
suspeitavam que ela estava relacionada com insetos associados a dgua (Howe GM, 1977

e Gubler DJ, 1998).

Mais tarde ao final do século XVII surgiram relatos de uma enfermidade
semelhante a Dengue. Estes foram descritos simultaneamente em 1779 em trés distintos
continentes: Batavia (Indonésia- Asia), Cairo (Egito- Africa) e Filadélfia (Estados
Unidos da América- Américas). Tais fatos indicam que tanto o Dengue virus (DENV),
quanto 0 mosquito vetor ja apresentavam uma distribuicdo mundial na regido dos

tropicos hd mais de duzentos anos (Henchal EA, 1990).

Nas Américas, o DENV circulou desde o século XIX até as primeiras décadas
do século XX. Na década de 50 ocorreu um siléncio epidemiolédgico, registrando-se nos
anos 60 a reintrodugao dos sorotipos 2 e 3, associada & ocorréncia de varias epidemias
de dengue classico. Em 1963, foram detectados os primeiros casos de DENV-3 na
Jamaica, que depois se disseminou para a Martinica, Curacau, Antigua, Saint Kitts,

Sanguilla e Porto Rico (Teixeira MG, 1999).

J& nas duas décadas seguintes 80 e 90 a transmissao da Febre Hemorragica do
Dengue (FHD) se intensificou, ocorrendo uma expansdo teritorial do vetor e do virus
(Gubler DJ, 1998 ¢ Gubler DJ, 1995). A distribui¢do da doenga pode ser observada na
figura 1.
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Emergéncia da FD e FHD

Prior to 1960:

After 1960: -

Figura 1: Emergéncia da Febre do Dengue e da Febre Hemorragica do Dengue apds a década de 60 (WHO, 2009).

O evento epidemioldgico mais relevante na histéria do Dengue nas Américas foi
a epidemia de FHD/SCD (Sindrome do Choque do Dengue) que ocorreu em Cuba, no
ano de 1981. O DENV-2 estava associado a esta epidemia que foi precedida por outra,
causada pelo DENV-1, em 1977. No ano de 1982, Cuba implantou um programa de
erradicacdo do A. aegypti e manteve indices de infestacdo proximos a zero até os
primeiros anos da década de 90. Entretanto em 1997 uma nova epidemia foi

documentada na provincia de Santiago de Cuba (Teixeira MG, 1999).
1.2 A Doenca
1.2.1 Relevancia

O termo Dengue ¢ hoje utilizado para descrever a etiologia da doenga. Derivou-
se de uma epidemia que ocorreu nas Indias Ocidentais Espanholas em 1927 e 1928 a
partir da expressao swabhili "ki dengu pepo". Essa expressao descrevia ataques causados
por maus espiritos e, inicialmente, foi usada para descrever a enfermidade. A Dengue ¢

um dos principais problemas de saude publica no mundo e uma das mais importantes
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arboviroses (grupos de infec¢des virais transmitidas por artropodes) que atinge o

homem (Holmes EC et al., 1998 e Teixeira MG, 2005).

Segundo a Organizacdo Mundial de Satide (OMS) estima-se que 2,5 bilhdes de
pessoas vivam em areas de risco de contrair Dengue no mundo e que anualmente 50
milhdes de pessoas se infectam, com cerca de 500 mil casos de FHD com 21 mil 6bitos,

principalmente de criangas (WHO, 2008).

A Dengue esta distribuida por todo o mundo atingindo regides tropicais e
subtropicais em associacdo com o mosquito vetor, o 4. aegypti, predominando em areas
urbanas, semi-urbanas ¢ atualmente em areas rurais (Mercado-Curiel RF et al, 2008,
Chaturvedi UC, 2006, Borges SMAA, 2001, Forattini OP, 1992). A figura 2 ilustra a

distribuicdo mundial da Dengue e do seu vetor, 4. aegypti, no mundo em 2008.

Wil

= : ;Y . 2 ¥
v e T ;..‘_,.I,_‘_.f; Oce’ano
Y b & . e LA Pacifico
- . . .trﬂ-. 5 W ~'rl:’:h
' h : Sl T

Oceano Pacifico ; 7 1 T =
Oceano Indico

Areas de risco para dengue
Areas sem registros de dengcue

Figura 2: Distribuigdo mundial da Dengue e do vetor A. aegypti no mundo em 2008.
Fonte: Centers for Disease Control and Prevention (2009)

A Dengue esta associada ao grande crescimento urbano e possui grande impacto
econdmico, social e politico. A urbaniza¢do ndo controlada e o aumento das viagens
internacionais para o transporte de pessoas e para a importacdo e exportacdo de
produtos aumentam a chance da introdu¢do do DENYV, isso pode ocorrer através da
dissemina¢ao de ovos e migracao de paciente de uma area endémica para areas com alta
incidéncia do vetor. Estes fatores explicam a persisténcia da Dengue no século XX e

XXI (Harris E, 2008 e Igarashi A, 1997)
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1.2.2 Dengue no Brasil

No Brasil, ha relatos de epidemias de Dengue, no estado de Sdo Paulo em 1916
e em Nitero6i (Rio de Janeiro) em 1923, todavia sem confirmagao laboratorial. A doenca
foi praticamente eliminada entre as décadas de 50 e 70 em virtude do combate ao vetor
durante a campanha de erradicagdo da febre amarela. Observou-se a reinfestagdo do
vetor em 1967, provavelmente originada a partir dos paises vizinhos (Venezuela e

Colombia), que ndo obtiveram éxito em sua erradicagdo (Fraiha H, 1968).

A primeira epidemia de Dengue, no Brasil, ocorreu no periodo de 1981 a 1982,
na cidade de Boa Vista (Roraima) com cerca de 11 mil casos da doenca. Foram isolados
dois sorotipos do virus, DENV-1 ¢ o DENV-4. Estes sorotipos estavam circulando em
diversos paises do Caribe e no norte da América do Sul e possivelmente, sua introdugdo
se deu por via terrestre pela fronteira da Venezuela (Teixeira MG, 1999 e Ministério da

Saude, 2008).

A propagagdo viral para o resto do pais ndo se deu a partir desse episddio pelo
fato de o mesmo ter sido rapidamente controlado e porque o 4. aegypti ainda ndo estava
distribuido extensivamente pelo territorio brasileiro. O DENV s6 reapareceu no Brasil
cinco anos depois na cidade de Nova Iguacu (Rio de Janeiro), com a identificagdo do
sorotipo 1. Conseguintemente, a virose se disseminou para cidades vizinhas, Niterdi e
Rio de Janeiro e tornou-se um problema nacional de saude publica (Schatzmayr HG,

1986).

No entanto, devido as dificuldades de implantar-se um programa de controle do
vetor efetivo nas grandes comunidades urbanas, houve uma rapida dispersdo do virus e
uma explosdo da epidemia em varios estados (Schatzmayr HG, 1986). Quatro anos mais
tarde, em 1990, ocorreu a introdu¢ao do DENV-2, também no estado do Rio de Janeiro
¢ a subseqiiente propaga¢do para as outras regides do pais (Minas Gerais, Espirito
Santo, Sao Paulo, Ceard, Brasilia, Roraima, Acre, Paran4d, Amap4, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul). Ocorreram muitos casos grave da doenca e foi registrado o primeiro
caso fatal devido as infec¢des secundarias (Nogueira RMR et al., 1999). Ausente das
Américas por quase 15 anos, o DENV-3 foi reintroduzido em 1994 atingindo o Brasil
em 2000 onde causou graves epidemias de Dengue, principalmente no verdo de 2001-

2002. O sorotipo 3 apresentou rapida dispersdo para 24 estados do pais no periodo de

21



2001 a 2003. As maiores epidemias detectadas até o momento ocorreram nos anos de
1998 e 2002, com cerca de 530 mil e 800 mil casos notificados, respectivamente

(Schatzmayr, H.G. ef al; 2007 e Ministério da Saude, 2008).

Em conclusao, no Brasil atualmente encontra se confirmada a circulagao de trés
sorotipos do virus: DENV-1, DENV-2 e DENV-3. Porém, existem relatos da re-
introducdo do DENV-4 na regido da Amazobnia, provavelmente, resultado da
proximidade do Brasil com paises endémicos a este sorotipo, a Venezuela e a Colombia

(Figueiredo RMP et al., 2008).

A Dengue hoje, segundo a Secretaria de Vigilancia em Saude - Ministério da
Saude encontra-se com o seguinte cenario até a semana epidemiologica 30 (janeiro a
agosto de 2009) a) reducao no numero de casos de Dengue de 46,3% em relagdo ao
mesmo periodo de 2008, seguindo observacdo em 20 estados e no Distrito Federal, b)
no Rio de Janeiro ocorreu a maior queda (95,9%), seguido pelo Rio Grande do Norte
(93,0%) e Sergipe (90,4%); c) aumento nos estados do Acre, Amapa, Bahia, Espirito
Santo, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso (SVS, 2009).

1.2.3 Situacao atual da Dengue em Minas Gerais

Segundo a Secretaria de Estado da Saide de Minas Gerais (SES-MG), a
evolucdo da Dengue no estado foi preocupante nas primeiras semanas de 2009 com um
aumento de 89% nos casos notificados da doencga alcangando 6.502, quando comparada

aos 3.432 casos ocorridos no mesmo periodo de 2008. (SES-MG, 2009).

Algumas cidades mineiras entraram em situa¢ao de risco para uma epidemia de
Dengue no inicio de 2009 como foi indicado pelo Levantamento Rapido de Indices de
Infestacdo para A. aegypti (LIRAa), o qual também mostrou que 85% dos focos de

Dengue em Minas se concentram em areas residenciais (SES-MG, 2009).

Os dados levantados no ano de 2009 em 25 municipios do Estado indicaram um
indice de infestagcdo pelo vetor de 3,9%, o qual configurou surtos da doenca em Belo
Horizonte, Coronel Fabriciano, Governador Valadares, Ipatinga, Montes Claros, Sete
Lagoas, Timo6teo e Vespasiano. O levantamento também apontou que outros 13
municipios revelaram indices entre 1% - 3,8%, valor indicativo de situagdo de alerta

(SES-MG, 2009).
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Quanto aos municipios com maior incidéncia de casos de Dengue, Belo

Horizonte ¢ o primeiro colocado com 23.218 casos, seguidos de Ipatinga, Coronel

Fabriciano, Curvelo e Governador Valadares (SES-MG, 2009).

Na tentativa de conter o avanco da doenga no estado, o governo de Minas Gerais
elaborou em 2008, o “Plano Estadual de Contingéncia da Dengue” que destaca a
conscientizagdo das pessoas sobre o combate & Dengue e a capacitagdo dos profissionais
de satide para um melhor diagnostico e tratamento da doenca. O Estado também realiza

o LIRaa trés vezes por ano (SES-MG, 2009).
1.2.4 Dengue e seu controle em Belo Horizonte

O municipio de Belo Horizonte, localizado na regido centro-sul do Estado de
Minas Gerais, com uma populacao estimada de 2.412.937 habitantes, segundo o censo
demografico de 2007, esta situado a 852 metros de altitude, com clima tropical,
temperaturas médias anuais entre 17 e 20°C e indices pluviométricos proximos de

1.300mm anuais (IBGE, 2009).

Na cidade o combate & Dengue ¢ coordenado pela Secretaria Municipal de
Satde e conta com a estrutura central de nove distritos sanitarios (regionais Norte,
Centro-Sul, Pampulha, Barreiro, Venda Nova, Oeste, Noroeste, Leste ¢ Nordeste) ¢ 139
unidades basicas de saude. Tais unidades tém suas areas de abrangéncia constituidas por
setores censitarios contiguos, considerando as barreiras geograficas, a malha viaria e a
populacdo residente (Almeida MCM et al., 2008). A figura 3 representa o mapa dos

distritos sanitarios (DS) e as areas de abrangéncia das unidades basicas de saude.

Vale ressaltar, que a divisdo da cidade em regionais € apenas uma questdo
politica, e que praticamente ndo existem barreiras geograficas entre elas. Entretanto,

algumas destas regionais possuem particularidades que merecem ser destacadas:

A regional Barreiro ¢ separada da regional Oeste pelo anel rodovidrio e faz limite
com os municipios de Contagem, Ibirité, Brumadinho e Nova Lima. Coexistindo
com a intensa atividade industrial e comerciais da regido existem diversas areas
verdes e nascentes. Na por¢do sul/sudeste desta regional hd uma 4rea nao

urbanizada, onde se encontra areas de preservagdo, como o parque Estadual da Serra
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do Rola Mocga. J4 na porcao norte h4 atuacdo de mineradoras e ocupacao imobilidria

pouco ordenada (Gomes I, 2005 e PBH, 2010).

A regional Centro-Sul € caracterizada como um centro metropolitano, onde se
concentram as fungdes politicas, sociais, culturais e econdmicas da cidade. Sdo
caracteristicas desta regional a verticalidade e o alto padrdo de ocupagdo (PBH,

2010).

A regional Oeste situa-se na bacia do ribeirao Arrudas, sendo a maior parte do seu
territério interceptado por afluentes, entre os quais destacam os corregos Biqueiras e
Marinho, que foram canalizados para construcdo de avenidas e o corrego do
Cercadinho que separa varios bairros nesta regido. Possui uma disparidade social
acentuada, ha vilas e aglomerados com alta vulnerabilidade social e bairros de classe

média alta (PBH, 2010).

A regional Norte possui a maior area verde da capital, que ¢ destinada a parques e
areas de conservagdo permanente. Esta regional ¢ dividida por quatro cérregos:
Vilarinho, Bacuraus, Isidoro ¢ Ong¢a. Com a constru¢do do novo Centro
Administrativo, esta regido vem sendo considerada uma das ultimas fronteiras de
expansio da capital mineira, com 4reas ainda a serem ocupadas. E marcada por
contrastes, dividida entre bairros com populacdo de melhor poder aquisitivo e

bairros com condi¢des mais precarias (PBH, 2010).

A regional Pampulha possui a bacia da Pampulha, conhecida como lagoa, que ¢
composta por oito afluentes. A 4rea total desta bacia ¢ de 97 km® ¢ em Belo
Horizonte esta area é de 42 km®. A populagio residente nesta regido encontra-se
estratificada em diversos niveis sdcio-econdmicos, variando desde o padrdo muito

baixo até muito alto (PBH, 2010).

Entre as regionais do municipio de Belo Horizonte, a Noroeste ¢ a que tem a maior
populagdo, com mais de 360 mil habitantes, de acordo com o censo do IBGE de
2000. Toda a regido encontra-se nas bacias da Pampulha/ On¢a e do Ribeirdo
Arrudas. E cortada por importantes vias de Belo Horizonte, principalmente pelo anel

rodoviario e a BR 040 (PBH, 2010).

A regional Nordeste ¢ caracterizada por grandes diferencas de poder aquisitivo,
apresentando situagdes socioecondomicas e de crescimento urbano bastante

diferenciadas. A parte sul da regido, muito proxima ao centro, ¢ uma zona de intensa
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atividade econOmica, ja as areas de ocupacdo recente estdo em fase de crescimento

(PBH, 2010).

Belo Horizonte

Distrito Sanitario —_—

Area de abrangéncia ——

Figura 3: Mapa dos distritos sanitarios e areas de abrangéncia das unidades basicas
de satde, municipio de Belo Horizonte, MG (Corréa PRL, 2005).

O trabalho desenvolvido pela Secretaria de Saude de Belo Horizonte ¢

sistematico para o controle da Dengue no municipio. Aproximadamente 1.200 agentes

sanitarios fazem o monitoramento da presenca de focos da Dengue na capital. A cada

dois meses sdo realizadas visitas quinzenais a cerca de 800 mil imdveis da cidade e em

locais considerados estratégicos para os focos de reproducdo do mosquito, tais como:

floriculturas, ferros-velho e borracharias (Prefeitura de Belo Horizonte, 2009).

As acgdes de combate ao A. aegypti t€ém a coordenacdo hierarquizada no nivel

municipal, estando a execucdo das atividades sob a responsabilidade das unidades

basicas. Essas agdes sofrem as mudancas estabelecidas nacionalmente, ao longo dos
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anos, nos programas de controle vetorial; a coordenagdo central, no entanto, propicia a
homogeneidade dos servicos de controle, embora ocorram iniciativas especificas

direcionadas as particularidades de cada local (Almeida MCM et al., 2008).

Porém, vale destacar que desde 1996, o municipio de Belo Horizonte apresenta
sucessivas epidemias de Dengue, acompanhadas de uma progressiva infestagdo e
dispersdo do 4. aegypti nos varios agregados espaciais da cidade. Neste mesmo ano
ocorreram os primeiros registros de Dengue no municipio, configurando uma epidemia

na regido Norte da cidade (Corréa PRL et al., 2005).

No inicio de 1997, surgiu a segunda epidemia. O Unico sorotipo do virus
identificado até entdo foi o DENV-1. No final de 1997, iniciou-se outra epidemia, a
mais intensa, com circulagdo simultinea de DENV-1 ¢ DENV-2. Esses sorotipos
continuaram a produzir sucessivas epidemias, até que em fevereiro de 2002 o DENV-3
foi identificado pela primeira vez na cidade. Atualmente, os trés sorotipos circulam no

municipio (Almeida MCM et al., 2008).

No entanto, as agdes preventivas do municipio t€ém sido bem sucedidas e o
nimero de casos de dengue na capital mineira continua em constante declinio (SES-
MG, 2009). Neste contexto, destaca-se o papel dos agentes de salide que também sdo
treinados para informar e orientar a populagdo a prevenir e a combater a proliferacdo do

vetor (Prefeitura de Belo Horizonte, 2009).

Até a Ultima semana de dezembro, a capital mineira registrou 23.218
notificagdes da doenca. Desse total, 12.746 confirmados, 10.162 descartados ¢ 310
aguardam resultados de exames. A regido Norte ainda € a regional que apresenta maior
numero de casos com 6.051 confirmagdes, seguida pelas regides de Venda Nova, com
1.491 confirmagdes, € Nordeste, com 1.386. Até a primeira semana de 2010 nenhum
caso da doenca foi confirmado na cidade (Prefeitura de Belo Horizonte, 2009). A figura
4 ilustra os casos confirmados de Dengue, por semana, nas nove regionais de Belo

Horizonte no ano de 2009.
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CASOS CONFIRMADOS DE DENGUE POR SEMANA E REGIONAL
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Figura 4: Casos confirmados de Dengue, por semana, nas nove regionais de Belo Horizonte no ano de 2009.
(Prefeitura de Belo Horizonte, 2009).

1.2.5 Manifestacées Clinicas

A infecgdo por DENV causa uma doencga que inclui desde formas assintomaticas
até quadros graves de hemorragia e choque, podendo levar a morte (WHO, 1997). A
figura 5 ilustra, através de uma pirdmide, a organiza¢do das formas da doenga segundo o

grau de gravidade.

O periodo de incubagdo varia de 3 a 14 dias, com uma média de 4 a 7 dias. Em
areas onde a Dengue ¢ endémica, os sintomas apresentam-se muitas vezes clinicamente
inespecifico, especialmente em criancas, nas quais encontram-se apenas sinais de
alguma sindrome viral. Alguns fatores sdo importantes na progressdao de um caso de
Dengue Classico para Dengue Hemorragica, tais como: a cepa ¢ o sorotipo do virus da

infeccdo, a imunidade, idade e fatores genéticos do hospedeiro humano (Gubler DJ,
1998).
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1.2.5.1 Febre do Dengue

A Febre do Dengue (FD) classica é normalmente benigna, auto limitada e
raramente fatal. As caracteristicas clinicas desta doengca dependem da idade e do
paciente (Torres EM, 2005). Esta ¢ a forma mais leve da doenca, sendo caracterizada
pela febre e um conjunto de sintomas inespecificos como: dores de cabega, dor
muscular, retro-orbital, nauseas, dores nas articulagdes, fraqueza e erupgdes cutaneas
(exantema), os quais, geralmente, se desenvolvem em adultos (Mairuhu ATA et al.,

2004).

O periodo de incubagdo da doenga, apos a picada do mosquito, possui duracao
média de 3 a 8 dias, podendo estender-se a 10 dias. As criangas ¢ os adolescentes
apresentam, normalmente, febre inespecifica o que dificilmente a diferencia de outras
doencas como: febre de chikungunya, sarampo, leptospirose, febre tiféide, maldria e
gripe (Mairuhu ATA et al., 2004). Ja a prova do lago positiva, com mais de vinte
petéquias em uma determinada area da pele, pode ser encontrada em mais de 1/3 dos
pacientes com febre classica. Este ¢ um procedimento utilizado para diagndstico da
Dengue onde ¢ mantida uma pressao elevada sobre o membro superior na tentativa de

verificar a fragilidade dos capilares (Rigau-Pérez JG et al., 1998).

Os casos mais graves da FD ocorrem nos adultos e sdo caracterizadas por um
aumento subito da temperatura (> 39°C) que persiste por 5 a 6 dias, retornando,
algumas vezes, a temperatura normal no meio do periodo febril, processo este chamado

de curva bifésica da temperatura (Mairuhu ATA et al., 2004).

As exantemas sdo as manifestagdes cutdneas mais freqlientes, ocorrendo em
50% dos pacientes no periodo febril. Inicialmente, ¢ macular ou maculopapular e
tornam-se eritemas difusos em pequenas areas da pele (ilhas) (Mairuhu ATA et al.,
2004). As manifestagdes hemorragicas, como as petéquias, epistaxes, sangramento
gengival e gastrointestinal, hematiria microscopica e hipermenorreia ndo sdo sintomas

incomuns nesta fase da doenca (Rigau-Pérez JG ef al., 1998).

A FD ¢ muito desconfortante, mas seu prognostico ¢ simples e a recuperagao

ocorre apds 7 a 10 dias do inicio da doenga (Mairuhu ATA et al., 2004). O DENV
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desaparece do sangue apdés uma média de cinco dias o que, provavelmente, esta

correlacionado com o desaparecimento da febre (Rigau-Pérez JG ef al., 1998).
1.2.5.2 Febre Hemorragica do dengue

A Febre Hemorragica do Dengue (FHD) foi descrita pela primeira vez no
sudeste da Asia onde foi, principalmente, uma doenga de criancas. Nas Américas, a
doenca ocorre em todos os grupos de idades com as mesmas manifestagdes clinicas

(Mairuhu ATA et al., 2004).

A doenga se inicia como uma febre indiferenciada nas criangas, ou associada,
segundo a idade, a graus variaveis de mialgias, artralgias, cefaléia, dor retro-orbitaria,
exantema e manifestagdes digestivas como vomitos ¢ dor abdominal (Torres EM, 2005).
O periodo de incubag¢do da FHD ¢ semelhante ao da FD ocorrendo de 2 a 7 dias (Kurane

1, 2007).

Em qualquer momento da doenca, € possivel a prova do lago tornar-se positiva,
ou aparecerem hemorragias espontaneas, de qualquer tipo, porém as hemorragias por
venopunc¢do e petéquias sdo mais freqiientes (Torres EM, 2005). O local de hemorragias
mais comum ¢ o trato gastrointestinal, as quais se manifestam como hematemeses ou

melena seguidas por epistaxes (Malavige GN et al., 2004).

O periodo mais critico da FHD ocorre quando a febre regride para niveis normal
ou subnormais. Neste ponto, o paciente pode se recuperar ou progredir para a fase de
extravasamento de plasma; as manifestacdes hemorragicas s6 ocorrem apds o
estabelecimento da febre. Instalam-se os derrames em cavidades serosas como ascite ou
hidrotérax, as manifestacdes hemorragicas aparecem ou pioram, pode-se verificar
convergéncia da tensdo arterial diferencial e os doentes apresentarem hipotensdo e
choque. O periodo convalescente na FHD ¢ curto e tranqgiiilo (Torres EM, 2005 e

Malavige GN et al., 2004).
1.2.5.3 Sindrome de Choque por Dengue

A Sindrome de Choque por Dengue (SCD) é a mais grave manifestacdo da FHD
(Bridget AW et al., 2005). Foi definida pela OMS como a FHD acrescida de sinais de

insuficiéncia circulatéria manifestada por pressdo de pulso estreito (< 20 mmHg),
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hipotensdo com calafrios, pele fria e imida, agitacdo e choque. O figado pode ser
palpavel, macio e as suas enzimas apresentam-se anormais (Mairuhu ATA et al., 2004 e

WHO, 1997).

Os principais sinais de adverténcia para o quadro de choque sdo: dor abdominal,
vOmitos persistentes, agitacdo e uma stbita mudanga da febre para hipotermia com
sudorese e prostracdo (Rigau-Pérez JG er al., 1998). O choque ocorre devido a um
colapso circulatorio onde ha um grande extravasamento de plasma entre o 3° e 5° dia do
inicio da doenca. O estreitamento da pressdao de pulso ¢ reconhecido como uma das
primeiras manifestacdes de choque, e ocorre antes do desenvolvimento de hipotensdo

arterial (Ngo Thi Nhan ef al., 2001).

A SCD esta associada com uma alta taxa de mortalidade, em torno de 9,3%
passando para 47% nos casos de choque profundo (Malavige GN et al., 2004). O
choque ¢ reversivel se o volume de liquido perdido for recuperado na fase inicial da
doenca. Naqueles casos em que a recuperacdo ¢ inadequada o paciente pode evoluir
para o choque irreversivel e morte. Normalmente, o extravasamento capilar se resolve
espontaneamente pelo 6° dia da doenga e € seguido por uma recuperacao total (Ngo Thi

Nhan et al., 2001).

SCD ——FHD

FD

FD
Sem notificagao

Infecgoes
assintomaticas

Figura 5: Piramide que representa as doengas causadas pelas infecgdes de
Dengue (Kyle, JL 2008).
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1.3 Ciclo de transmissao

O processo dindmico e progressivo de selecdo adaptativa para a sobrevivéncia
das espécies, que ocorre cotidianamente na natureza, envolve importantes fendmenos
que interferem no estado de saude das populagdes humanas e isto pode ser bem
evidenciado na for¢a da re-emergéncia das infeccdes causadas pelos DENV, pois as
agressoes dos quatro sorotipos destes agentes as populagdes humanas vém crescendo

em magnitude e extensdo geografica, desde meados do século XX (Halstead SB, 1997)

Sendo assim, as primeiras evidéncias do ciclo de transmissdo do DENV foram
publicadas por Bancroft em 1906, que levantou a hipotese de o A. aegypti ser o vetor da
Dengue, logo depois foi confirmado por Agramonte ¢ outros pesquisadores. A partir
deste conhecimento, foi possivel estabelecer os elos epidemiologicos envolvidos na

transmissao da doenga resumidos na cadeia abaixo (revisdao em Teixeira MG, 1999).

Mosquito infectado -~ homem susceptivel - homem infectado - mosquito infectado

Apds uma pessoa ser picada por um mosquito infectado, o virus passa por um
periodo de incubagdo em média de 4 a 7 dias no qual os sinais e sintomas da fase aguda
da doencga sdo apresentados. Este periodo € a fase de viremia, onde o virus circula no
sangue periférico. Se outros mosquitos (ndo infectados) se alimentarem no hospedeiro
infectado durante esta fase podem tornar-se infectados e, subseqiientemente, podem
transmitir o virus a outras pessoas susceptiveis apds um periodo de incubacdo
extrinseco (PIE) que dura de 8 a 14 dias (revisdo em Gubler DJ, 1998). A figura 6

mostra o desenho esquematico do ciclo da Dengue.
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Humanos

Figura 6: Ciclo de Transmissdo do Dengue virus (Adaptado de: Whitehead SS, 2007).

1.4 Controle e Prevencao

Atualmente ndo existe vacina contra a Dengue. Os principais métodos para a
prevencdo da doenca dependem do controle do mosquito vetor, principalmente no
peridomicilio das residéncias onde a maioria das transmissdes ocorre. Estes incluem: a
reducdo dos locais de reproducdo do mosquito, melhoria no manejo dos residuos
solidos, organizagdo do ambiente urbano, maiores investimentos e efetividade nos

programas de educacao da rede publica (Malavige GN, 2004).

O controle envolve governo e sociedade no combate do 4. aegypti. As medidas
preventivas sdo direcionadas principalmente aos criadouros, constituindo-se de agdes
simples e eficazes, especialmente aquelas que consistem em cuidados a serem adotados
pela populagdo. A tecnologia hoje disponivel abrange tanto medidas de controle fisico,
quimico e bioldgico. Andlises laboratoriais também sdo indispensdveis para a
prevencao, pois o diagnostico correto e o tratamento imediato possuem um papel crucial
na prevencdao do sofrimento ¢ morte causados pela Dengue (Donalisio MR, 2002 ¢

Rigau-Pérez JG, 1998).
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1.5 O Vetor
1.5.1 Vetor primario: Aedes (Stegomyia) aegypti - Linnaeus, 1762

O A. aegypti, popularmente conhecido como mosquito da Dengue, ¢ uma espécie
de mosquito da ordem Diptera, subordem Nematocera, familia Culicidae, subfamilia

Culicinae, tribo Aedini, género Aedes e subgénero Stegomyia (Consoli RAGB, 1994).

O A. aegypti apresenta as seguintes caracteristicas fenotipicas: € um mosquito
rajado, de coloragdo escura, com escamas brancas pelo corpo. Sua identificacdo ¢é
facilitada pelo desenho em forma de lira presente no dorso, que pode ser observado a
olho nu, como observado na figura 7. Escamas brancas, alternando-se com escamas
escuras, sao encontradas na regido posterior da cabeca ¢ nos segmentos abdominais.

(Gadelha DP, 1985 e Rey L, 2001).

Figura 7: Aedes aegypti (University of Florida, 1999)

O A. aegypti é originario do continente africano e se espalhou pela a Asia e
Américas ao longo dos séculos XV até o XIX, principalmente pelos meios de
transportes cada vez mais rapidos, como vias aérea, maritima ou terrestre. (Rebelo JIMM
et al., 1999). Foi introduzido no Brasil durante o periodo colonial, provavelmente na
época do trafico de escravos. Atualmente estd distribuido por quase todo o mundo, com

ocorréncia nas regides tropicais e subtropicais (Consoli RAGB, 1994).
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Existe um consenso de que a partir da populagdo silvestre, devido as pressdes
humanas decorrentes da destrui¢do dos habitats naturais, uma variedade genética desse
mosquito teria sofrido um processo seletivo, adaptando-se as 4areas alteradas e,
posteriormente, teria encontrado nos aglomerados humanos o ambiente adequado a sua
sobrevivéncia. A adaptacdo aos criadouros artificiais teria sido um grande passo em

dire¢do ao comportamento sinantrépico (Christophers SR, 1960).

,

E um mosquito de habito diurno com atividade no periodo vespertino. O seu
controle ¢ laborioso, devido ao fato de ser um mosquito muito versatil na escolha dos
criadouros (lugares escolhidos pelas fémeas para efetuar a postura de seus ovos). Os
ovos sdo extremamente resistentes a dissecacdo, podendo sobreviver varios meses até

que a chegada de agua propicie seu desenvolvimento larval (Consoli RAGB, 1994).
1.5.2 Vetor secundario: Aedes (Stegomyia) albopictus — Skuse, 1894

O A. albopictus, popularmente conhecido por tigre asiatico, também ¢ vetor da
Dengue no continente asidtico. Nos ultimos 14 anos, em conseqiiéncia do intenso
comércio intercontinental de pneus por intermédio dos transportes maritimos,
disseminou-se para as Ameéricas, sendo inicialmente detectado nos Estados Unidos em
1985, onde ja estd presente em 25 estados. Em 1986, foi identificado no Brasil, mas

ainda ndo foi incriminado como vetor da Dengue (Teixeira, 1999).

Em algumas partes da Asia, América do Sul e¢ no Oeste da Africa, o 4.
albopictus ¢ considerado um importante vetor porque se utiliza tanto de criadouros
naturais quanto de criadouros artificiais. Ibanez-Bernal ef al. (1997), registraram, pela
primeira vez nas Américas, a infeccdo natural do A. albopictus pelo DENV em
espécimes coletadas durante um surto que ocorreu na cidade de Reynosa no México

(revisdo em Teixeira, 1999).

O A. albopictus apresenta como caracteristicas fenotipicas a coloragdo negra;
com uma faixa estreita, longitudinal, mediana e branco-prateada; abdomen com escamas
basais brancas e pernas marcadas por escamas brancas e pretas, tais caracteristicas
podem ser observadas na figura 8. Esta espécie tem preferéncia pelos ocos de arvores
para depositar seus ovos e possuem habitos antropofilicos e zoofilicos diurnos e fora

dos domicilios humanos (Teixeira MG, 1999).
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Figura 8: Aedes albopictus (University of Florida, 1999)

—

1.5.3 Biologia do vetor

Os Dipteros se desenvolvem através de metamorfose completa (holometabolia), e
o ciclo de vida compreende quatro fases: ovo, larva (4 estadios larvarios), pupa e adulto
(Consoli RAGB, 1994). O desenho esquematico mostrando as fases de

desenvolvimentos do 4. aegypti esta ilustrado na figura 9.

Figura 9: Desenho esquematico mostrando os estagios de desenvolvimento do A. aegypti.

(www.prefeitura.unicamp.br/prefeitura/ CA/DENGUE/AEDES?2.gif)
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O A. aegypti ¢ um mosquito predominantemente doméstico. A oviposi¢ao ocorre
durante o dia e se faz nas paredes dos criadouros pouco acima da superficie da dgua. Os
ovos sao menores que Imm de comprimento, inicialmente brancos mas apo6s duas horas
tornam-se quase negros devido ao processo de oxidagdo. Os embrides no interior dos
ovos necessitam de 1 a 3 dias de alta umidade para atingirem seu desenvolvimento. Se
durante este periodo for assegurado um perfeito desenvolvimento, os ovos se tornam
resistentes a dessecacdo e podem sobreviver por varios meses até um ano (revisao em

Gadelha DP, 1985).

A larva que emerge da ruptura do ovo ¢ a primeira dos quatro estagios larvais
(Pereira ST et al, 2006). Ela cresce seqliencialmente de Imm para 7mm de
comprimento. A passagem de um estagio larval para o proximo ¢ feito pelo processo de
muda durante o qual ocorre o desprendimento do exoesqueleto. A larva passa a maior
parte do seu tempo comendo. O desenvolvimento larval se completa entre cinco dias
desde que ocorram condic¢des favoraveis de temperatura (25°C a 29°C) e se inicia a fase
de pupa. O estagio pupal ndo requer alimentagdo e seu desenvolvimento dura em média
de 1 a 3 dias, a partir de entdo aparecem as caracteristicas dos adultos como asas,
probdscide e patas. Assim que o ciclo gonadotrofico (amadurecimento dos ovos) €
completado, a fémea estd apta para a postura. O tempo médio de vida do mosquito
adulto ¢ de 30 dias e a cada oviposicdo, a fémea coloca de 50 a 200 ovos (revisdo em

Gadelha DP, 1985).
1.6 Agente etioldgico
1.6.1 Género Flavivirus

A palavra flavus ¢ derivada do latim e significa amarelo predizendo a coloracao
amarelada dos individuos acometidos pelo Virus da Febre Amarela (Theiler M, 1937).
O DENV pertence a familia Flaviviridae que ¢ constituida por patdgenos virais
responsaveis por causar doencas graves e mortalidade em animais e humanos. A familia
consiste em trés géneros: Flavivirus, Pestivirus ¢ Hepacivirus. O género Flavivirus € o
maior dentro da familia, sendo composto de 70 virus incluindo o DENV, Virus da
Encefalite Japonesa (JEV), Virus da Encefalite causada por carrapatos (TBEV), Virus
West Nile (WNV) e o Virus da Febre Amarela (YFV) (Mukhopadhyay S et al., 2005).

Os virus deste género possuem aproximadamente 500 A de didmetro e seu material
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gendmico ¢ composto de uma fita simples de RNA de polaridade positiva, empacotado
por um nucleocapsideo protéico e uma bicamada lipidica derivada da célula hospedeira,
coberta por mais de 180 copias de duas glicoproteinas virais (Lindenbach BD, 2003). O
genoma dos Flavivirus possui aproximadamente 11Kb e codifica trés proteinas
estruturais - proteina do capsideo (C), a proteina precursora da membrana (prM — que ¢
proteoliticamente clivada por uma protease celular para formar proteina M em virions
maduros) e a proteina do envelope (E) que constituem a particula do virus. Além de sete
proteinas nao estruturais (NS) que sdo essenciais para a replicacao viral — NS1, NS2a,
NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5 (Mackenzie JS, 2004). A figura 10 ilustra a particula

viral com suas proteinas estruturais e seu genoma.

Proteina do Capsideo

RNA de fita positiva

Figura 10: Desenho esquematico mostrando a particula viral. Diagrama mostrando regides do genoma dos
Flavivirus codificadoras de proteinas estruturais e ndo estruturais. O polipeptidio é processado em trés
proteinas estruturais (C, proteina do nucleocapsideo; M, proteina associada @ membrana; ¢ E a proteina do
envelope) (www.dailycal.org/printable.phpid=7167).

1.6.2 Dengue virus

Os DENV sdo sorologicamente relacionados, mas antigenicamente distintos
(Teixeira MG, 1999). Sao particulas esféricas de 40 a 50nm de didmetro com um
envelope lipidico que envolve o nucleocapsideo isométrico medindo em torno de 30mm
de didmetro. A borda do envelope possui finas projecdes em sua superficie, constituidas
pelas proteinas estruturais da membrana do envoltorio. O nucleocapsideo viral inclui a

proteina do capsideo e o genoma RNA (Torres EM, 2005).
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Os agentes etiologicos da Febre Amarela e da Dengue foram os primeiros
microorganismos a serem denominados virus, em 1902 e 1907, respectivamente,
descritos como agentes filtraveis submicroscopicos. O isolamento do DENV s6 ocorreu
na década de quarenta, por Kimura, em 1943 e Hotta, em 1944, denominado esta cepa
de Mochizuki. Sabin e Schlesinger, em 1945, isolaram a cepa Havai, quando o primeiro,
neste mesmo ano, ao identificar outro virus em Nova Guing, observou que as cepas
tinham caracteristicas antigénicas diferentes e passou a considerar que eram sorotipos
do mesmo virus. As primeiras cepas ele denominou sorotipo 1 e a da Nova Guiné
sorotipo 2. Em 1956, no curso da epidemia de dengue hemorragico no Sudeste Asiatico,
foram isolados os virus 3 e 4, definindo-se, a partir dai, que o complexo Dengue ¢
formado por quatro sorotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 ¢ DENV-4 (revisdo em
Teixeira MG, 1999).

O virion maduro possui trés proteinas estruturais: a proteina C do
nucleocapsideo, a proteina M associada a membrana e a proteina E do envelope. A
proteina C ¢ o primeiro polipetideo viral sintetizado e € capaz de neutralizar a molécula
de RNA viral com a qual estad associada, mas ndo ¢ capaz de induzir anticorpos
neutralizantes. A formagdo da proteina M a partir de um precursor (proteina pr-M)
parece ser um fato crucial na morfogénese do virus. A fun¢do desta proteina ndo esta
clara, mas tem por efeito um aumento da infectividade viral e uma reorganiza¢do da
estrutura da superficie do virus que permite a fusdo a célula (Després P, 1993). A
glicoproteina E esta associada a fung¢des bioldgicas tais como a unido a receptores, a
hemaglutinagcdo dos eritrocitos, a inducdo de anticorpos neutralizantes na resposta
imunoldgica protetora, a fusdo dos virus com a membrana endossomica € o
acoplamento viral (Chang GJ, 1997). A estrutura do DENV maduro pode ser observada

na figura 11.
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Figura 11: Esquema do Dengue virus maduro (Mackenzie JS, 2004)

Existem as outras proteinas ndo estruturais — NS1, NS2, NS5 — e outras quatro
menores — NS2A, 2B, NS4A e 4B — cujas fungdes ainda ndo estdo totalmente
identificadas (Torres EM, 2005). A figura 12 ilustra a estrutura e a expressao do genoma

dos Flavivirus.
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Figura 12: Estrutura e expressdo do genoma dos Flavivirus. A. Estrutura do genoma e elementos
do RNA. B. Processamento da poliproteina e genes estruturais e ndo-estruturais. C. Topologia da
poliproteina na membrana (Lindenbach, 2007).
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1.6.3 Ciclo replicativo

A replicacdo viral pode ser verificada precocemente trés horas apds a infeccao,
ocorrendo aparentemente na regido perinuclear das células infectadas (Kantoch M,
1980). O virus funde-se a superficie da célula do hospedeiro e em seguida entra na
célula por endocitose mediada por receptor. Apds a formagdo do endossoma ocorre a
acidificacdo do meio neste compartimento ¢ mudangas na conformacgdo do virion.
Assim a particula viral perde o revestimento do nucleocapsideo e o material genético é
liberado dentro do citoplasma. A replicagio do genoma ocorre em membranas
intracelulares. A montagem do virus se inicia na superficie do reticulo endoplasmatico
(RE) quando as proteinas estruturais e os segmentos de RNA recentemente sintetizado
estdo dentro do limen do RE. As particulas virais imaturas ¢ ndo infecciosas sdo
transportadas através do complexo de Golgi (CG). Estas particulas sdo entdo clivadas
por protease do hospedeiro resultando nas particulas maduras e infecciosas. Os virions
maduros sdo subseqiientemente liberados por exocitose, como demonstrado na figura 13

(Mukhopadhyay S ef al., 2005).
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Figura 13: Ciclo de replicagao dos Flavivirus (Adaptado de Mukhopadhyay,
2005).
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1.6.4 Infeccio do DENV no mosquito vetor

O periodo que vai desde o repasto infectante até a capacidade de transmissao do
virus pelo mosquito ¢ designado como periodo de incubacdo extrinseco (PIE). Apos
ingestdo de sangue contaminado com o DENYV, as particulas virais precisam se ligar a
receptores especificos do intestino médio do mosquito para estabelecer a infec¢do no
orgdo e, posteriormente, se replicar nas cé€lulas epiteliais intestinais para poderem entdo,
deixar o intestino. Uma vez que o virus consegue deixar o intestino, ele passa para a
hemocele podendo infectar 6rgdos secundarios como os ovarios € o corpo gorduroso.
Por fim, € necessario estabelecer a infeccao na glandula salivar para que este mosquito
seja considerado apto a transmitir o virus, particulas virais precisam ser eliminadas
juntamente com a saliva durante o repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado
(Hardy JL et al., 1980; Woodring JL ef al., 1996; Black IV WC et al., 2002). As etapas
necessarias para a infeccdo por Flavivirus e transmissdo pelo vetor estdo ilustradas na

figura 14.

Figura 14: Etapas necessarias para a infecgdo por Flavivirus e transmissdo pelo vetor. As letras indicam os
locais de desenvolvimento viral e as setas indicam o caminho percorrido pelo patdgeno dentro do inseto.
Apos a ingestdo de sangue infectado (A) os virus entram nas células epiteliais do intestino médio (D), se
replicam e deixam estas células alcangando a hemolinfa (E) e posteriormente, podem infectar e se replicar
em outros 6rgdos do inseto como, por exemplo, as glandulas salivares (H), onde, durante um novo repasto
sangiiineo, podem infectar um hospedeiro susceptivel. Neste desenho as seguintes letras indicam: (B)
intestino médio (C) matriz peritrofica e (F) os tubulos de Malpighi (modificado de Beerntsen et al. 2000).

A duragdo do PIE depende do vetor e do virus envolvido e em geral, varia de 8 a
14 dias para Flavivirus (Woodring JL et al.,1996). O PIE ¢ influenciado por fatores

ambientais como a temperatura ¢ a umidade além de sofrer influéncia de fatores
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intrinsecos do vetor como a competéncia vetorial e o genotipo viral envolvido (Black IV
WC et al., 2002). Apo6s o PIE, o vetor infectado pode transmitir o virus para novos
hospedeiros vertebrados durante tentativas de alimentagdo ou para sua progénie durante

a oviposi¢ao (Woodring JL et al., 1996).

1.7 Transmissao transovariana

A transmissao transovariana € o processo no qual a fémea transmite o patdogeno a

sua progénie e ¢ muito comum de ocorrer em alguns arbovirus (Woodring et al., 1996).

Existem duas rotas de infeccdo transovariana, ou seja, no momento da
oviposicao o virus pode se encontrar dentro do ovo e a transovum, na qual o virus se
encontra na superficie do ovo. Quando os foliculos ovarianos em desenvolvimento se
tornam infectados, o virus se replica e persiste no inseto durante a embriogénese,
desenvolvimento larval e na metamorfose para o estdgio adulto desta geracdo
(Woodring et al., 1996). Acredita-se que este tipo de transmissdo do DENV ¢ um
fendmeno etiologico crucial e responsavel pela persisténcia do virus durante periodos
inter-epidémicos da doenga, principalmente porque os ovos do A. aegypti permanecem

viaveis por varios meses fora da dgua (Angel B e Joshi V, 2008 e Forattini OP, 2002).

Os virus também possuem a capacidade de infectar varios outros 6rgaos do
mosquito vetor. O tropismo tissular de uma cepa viral parece ser um fator importante na

sobrevivéncia do virus (Joshi V et al,.2002).

1.8 Competéncia e Capacidade vetorial

Todos os vetores conhecidos que podem transmitir os quatros sorotipos do
DENV pertencem ao género Aedes. A competéncia vetorial (CV) e a capacidade
vetorial variam ndo sé entre as diferentes espécies como também entre diferentes

populagdes geograficas da mesma espécie (Rocco IM, 2001).

Para Rodhain F e Rosen L, 1997, a competéncia vetorial refere-se a facilidade
com que uma espécie de mosquito se infecta pelo virus, replica-o e transmite. A
capacidade vetorial implica, além da CV, o efeito modificador que exercem os fatores
ambientais sobre a competéncia do vetor, tais como a freqiiéncia de contatos homem-

mosquito em funcdo da abundancia de mosquitos e seu tropismo. Segundo Forattini,
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1992, capacidade vetorial ¢ a propriedade de transmitir a infec¢do ao homem em
condicdes naturais e depende da combinacdo de pardmetros relativos a competéncia
vetorial, a densidade, antropofilia, taxa de picada, taxa de sobrevivéncia didria e o

periodo de incubacao extrinseco (PIE) do virus no organismo do vetor.

A defini¢do mais aceita para competéncia vetorial ¢ a habilidade intrinseca do
vetor para infecgdo, replicacdo e transmissdo do virus (Bennett K, 2002). Ela esta
associada com o numero de barreiras anatomicas que determinam a eficiéncia da
infec¢ao no vetor e inclui a susceptibilidade a infeccdo, isto ¢, o desenvolvimento do
patdgeno, duragdo do periodo de incubagdo extrinseco e eficiéncia da transmissdo do
patogeno (Beerntsen BT, 2000). Tais barreiras incluem: a barreira de infeccdo do
intestino médio (MIB), a barreira de escape do intestino médio (MEB) e a barreira da

glandula salivar (Bennett K, 2002), como ilustradas na figura 15.

Barreira do IM
1. Estabelecimento da infecgdo
2. Replicagio nas células epiteliais

Barreira de Escape do IM
Burrelru du Glnduls Sullvar 3. Pesagern alravés do IM
5. Invasdo e infecgdo da glandula salivar 4. Replicagdo em outros tecidos
2. Liberagfio na saliva

Figura 15: Barreiras naturais a infec¢@o pelo Dengue virus. IM = intestino médio (Adaptado de: Jobling, 1987).

Estas barreiras podem ou ndo funcionar para proteger o vetor do
desenvolvimento do parasita em seu interior. A variabilidade genética de uma espécie
de mosquito ou linhagem de uma tnica espécie de mosquito ¢ o que determina o

sucesso da relagdo mosquito-patdogeno especifico (Beerntsen BT, 2000).
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Em vetores potenciais com uma MIB, os virus ndo podem infectar e/ou replicar
nas células intestinais dos mosquitos. Isso pode ocorrer por falta de receptores para o
virus na superficie celular ou pela auséncia de permissividade das células do intestino a

infecc¢ao pelo virus (Bennett K, 2002).

Vetores potenciais com MEB podem permitir a replicagdo do virus no intestino,
mas estes sdo incapazes de escapar e causar infec¢do disseminada. As barreiras de
infeccdo podem variar entre as populacdes de A. aegypti, portanto a competéncia
vetorial para o DENV também pode variar. Isto, em parte, pode determinar a

epidemiologia da doenca (Bennett K, 2002).

44



2 Justificativa

J4

A Dengue ¢ um dos principais problemas de satde publica no mundo. A
Organizacdo Mundial da Satde estima que 80 milhdes de pessoas se infectem

anualmente, com cerca de 20 mil 6bitos (WHO, 2008).

Atualmente ndo existem agentes terapéuticos especificos para a Dengue e a
unica medida disponivel para bloquear a transmissdo da doenca ¢ o controle do

mosquito vetor.

Sendo assim, ¢ importante estudar os fendmenos que controlam a interagao entre
vetor e virus, em especial a competéncia vetorial de populagdes brasileiras do A.
aegypti. Tais vetores estdo muito bem adaptados as zonas urbanas, principalmente ao
domicilio humano e distribuidos por todo o territorio brasileiro. No Brasil ha relatos
oficiais da circulacdo de trés dos quatro sorotipos do DENV, fato que, somado a alta

densidade vetorial, favorece o surgimento de casos graves da doenca.

Portanto, torna-se necessario obter avangos nas pesquisas referentes ao processo
da interagdo vetor-patdogeno, no conhecimento dos mecanismos de invasdo pelo virus e
no desenvolvimento da infec¢do no mosquito vetor, bem como, no entendimento dos
elementos ambientais e genéticos que conferem variados graus de competéncia vetorial

a diferentes populagdes de mosquitos vetores.

Estudos com esta abordagem sdo recentes e inéditos no Brasil. Nossos
resultados poderdo contribuir para pesquisas futuras que visam bloquear a transmissao

da Dengue e o controle do seu mosquito vetor.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Analisar comparativamente a competéncia vetorial das populagdes de A. aegypti

da cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais, a infeccdo com DENV-2.
3.2 Objetivos especificos

3.2.1- Avaliar a viabilidade da utilizacdo de amostras congeladas de DENV-2 na

infeccdo artificial de mosquitos 4. aegypti.

3.2.2- Analisar a praticidade de duas técnicas de RT-PCR para deteccio de DENV -
Lanciotti (Lanciotti RS, 1992) X One Step (Ayres M, 2006).

3.2.3- Determinar a taxa de transmissao vertical natural da geracdo F1 das populagdes

estudadas.

3.2.4- Analisar comparativamente as barreiras de infec¢do e a competéncia vetorial das

populacdes de mosquitos estudadas, apos alimentacao infectante com DENV-2.
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4 Metodologia

4.1 Manutencao das populacées de mosquitos

Foram estudadas populagdes de A. aegypti originarias das nove regionais do
municipio de Belo Horizonte: Norte, Barreiro, Venda Nova, Centro-sul, Oeste,
Nordeste, Noroeste, Leste ¢ Pampulha. Os ovos destas populagdes foram coletados e

cedidos pela Secretaria Municipal de Saude.

Os ovos foram coletados durante as semanas epidemiologicas 17 e 18 de 2009,
as quais corresponderam a um periodo com alto pico da Dengue na cidade (figura 4). As
armadilhas para oviposi¢do (APO) foram distribuidas em pontos pré-determinados, pela
Secretaria Municipal de Satde, em cada uma das regionais, com o objetivo de cobrir
toda a area geografica das mesmas. Estes ovos chegaram ao LEM em palhetas e
separados por regionais. Em seguida, as coldnias foram estabelecidas e mantidas até a

geracao F1.

Os mosquitos foram mantidos no insetdrio do Laboratério de Entomologia
Médica (LEM) — Centro de Pesquisas René¢ Rachou/ FIOCRUZ, Minas Gerais, a
temperatura média de 28°C e umidade relativa do ar a 80%. A alimentagdo destes

mosquitos até 0 momento da infeccao foi através de solugdo agucarada a 10%.

A populagdo de 4. aegypti colonizada no LEM foi origindria de Campos dos
Goytacazes, Rio de Janeiro e mantida no laboratério desde 1999, também foi utilizada
em alguns dos experimentos, bem como, a cepa Red Eyes que foi cedida e colonizada
no Laboratorio de Biologia e Bioquimica de Insetos do Instituto de Biofisica Carlos

Chagas Filho/ UFRJ.
4.2 Células e virus
4.2.1 Células C6/36

Células de linhagem continua de larvas de A. albopictus foram gentilmente
cedidas pelo Dr. Claudio Antonio Bonjardim (ICB/UFMG). Estas células foram

cultivadas em meio Leibowitz-15 (L-15), contendo 20pug/ml de gentamicina, Spg/ml de
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anfotericina B, 200U/ml de penicilina e 10% de soro fetal bovino (SFB) e

permaneceram a 28°C em B.O.D., para passagens do virus.

Para os repiques das células, o sobrenadante foi desprezado e as células foram
lavadas duas vezes com PBS 1X (tampdo fosfato salina). Utilizou-se tripsina para
desprendé-las da monocamada. Apds soltas e homogeneizadas acrescentou-se sobre as

células repicadas um novo meio L15.
4.2.2 Virus

A cepa viral utilizada para os experimentos de infeccdo dos mosquitos foi a
DENV-2/SPH, isolada de um paciente diagnosticado com FHD em Ribeirdo Preto/SP
no ano de 1991. Esta cepa foi obtida do banco de cepas de virus congelados do
laboratorio do Dr. Luiz Tadeu Moraes Figueiredo do Laboratorio de Virologia do

HCFMRP-USP no ano de 1998.

Os virus foram multiplicados em células C6/36 de A. albopictus em estufa a

25°C e mantidos em freezer a -70°C no LEM.
4.3 Multiplicacao viral

Para a multiplicagdo viral uma garrafa de cultura (25 cm?) contendo as células
C6/36 com 80 a 90% de confluéncia foi inoculada com 1 mL do DENV-2. Durante uma
hora, a intervalos de 10 minutos, o meio contendo o DENV foi homogeneizado sobre a
monocamada de células a partir de leves movimentos com a garrafa de cultura, em
seguida adicionou-se 5 ml de meio LI5 com SFB a 10% e suplementado com
antibidticos sendo, por fim, incubada a 25°C. A infeccdo foi observada através da
formacdo de sincicios e do efeito citopatico caracteristicos da infec¢do viral na cultura

de células.
4.4 Titulacao viral

A titulacdo viral foi calculada pelo método TCIDs, (Reed e Muench, 1938). Para
a realizacdo deste procedimento células C6/36 foram cultivadas em placas de 96 pogos

com meio L15 ¢ SFB a 1%, sendo implantadas 2,5 x 10° células/pogo.
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Uma cadeia de diluicdes (107 a 107) seriadas contendo o virus a ser titulado foi
inoculada sobre as fileiras da placa contendo as células C6/36 preparadas para titulagio.
Como controles foram utilizados duas colunas com células ndo infectadas. Apods
incubagdo por duas horas, completou-se o volume de cada pogo com 100uL de meio

L15 com SFB a 10% e suplementado com antibidticos.

Em seguida, as placas foram incubadas a 25°C por, aproximadamente, 10 dias.
Para avaliagdo da titulacdo foi realizada a contagem de pogos positivos, os quais
possuiam a presenca de sincicios e do efeito citopatico, de acordo com os calculos
desenvolvidos por Reed LJ e Muench H, 1938. A Figura 16 demonstra o desenho

esquematico da placa de titulacdo ¢ de como foram feitas as dilui¢des.
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Figura 16: Desenho esquematico da placa de titulagdo. Legenda: PBS (azul), controle

nao infectado (laranja) e dilui¢des seriadas de virus (rosa).

4.5 Infeccao dos mosquitos

Amostras de 300 fémeas F1 de A. aegypti representativas de cada uma das
localidades de estudo, com idade de 3 a 5 dias foram utilizadas nos experimentos de
infeccdo. As fémeas foram separadas em gaiolas identificadas e a solucdo de agucar foi

suspensa 36 horas antes da alimentacao oral sendo mantidas apenas com agua.

O repasto infectante foi realizado através de um sistema de membranas. O
alimentador artificial foi revestido com membrana animal dissecada da pele de Gallus

domesticus (um dia de idade). Ao alimentador foi adicionada uma mistura de 2/3 de
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sangue de camundongo (Mus musculus) com o plasma inicialmente inativado e 1/3 do

sobrenadante de células C6/36 infectadas com o DENV-2 (virus fresco).

O sangue contendo o DENV-2 foi depositado dentro do alimentador e este
permaneceu aquecido com agua circulante vinda do banho-maria a 40°C. As fémeas
foram alimentadas durante o periodo médio de duas horas. Ao fim do processo da
alimentacdo, as fémeas ndo alimentadas foram retiradas das gaiolas. As fémeas
ingurgitadas foram mantidas no infectorio a 28°C e diariamente foram alimentadas com

solugdo agucarada a 10% por um periodo de 14 dias.

As etapas de infeccdo e manutencdo dos mosquitos infectados foram feitas
seguindo normas internacionais de seguranca ¢ executadas dentro do infectdrio de alta

seguranca do Laboratdrio de Entomologia Médica.

4.6 Dissec¢ao dos mosquitos

Um total de 40 fémeas foram dissecadas no décimo quarto dia apds o repasto

infectante, momento correspondente ao final do PIE do virus.

A disseccdo foi realizada a partir da separagdo do corpo e cabeca das fémeas
com auxilio de um microscopio esteroscopio da marca Zeiss (Stemi DV4) e estiletes.
Estas amostras foram estocadas individualmente em tubos de 1,5 mL e armazenadas a

-70°C até o momento do uso.

4.7 Extracao de RNA

A cabeca ou o corpo dos mosquitos foram macerados em tubos conicos de
1,5mL, com auxilio de um pistilo plastico, em 200ul de PBS 1X. Apds centrifugagao,
160ul do sobrenadante foi processado para extragdo do RNA viral através do QIAamp
Viral RNA mini Kit (Qiagen) de acordo com as instru¢des do fabricante. Em seguida as

amostras foram armazenadas a -70°C.

4.8 RT-PCR

4.8.1 RT-PCR “One Step” (Qiagen)
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A andlise molecular foi realizada com o kit “One Step” RT-PCR (Qiagen) como

descrito por Ayres M (2006). Os iniciadores utilizados foram: FLAVI-1 (senso):
S’AATGTACGCTGATGACACAGCTGGCTGGGACAC3’ e o FLAVI-2 (anti-senso):

5’TCCAGACCTTCAGCATGTCTTCTGTTGTCATCCA3’.

Os amplicons gerados por estes iniciadores apresentam um tamanho de 854pb

para o DENV-2. Tais iniciadores foram desenhados a partir de segmentos alvos da

regido conservada da proteina ndo estrutural NS5, comum a varias espécies de

Flavivirus incluindo o YFV, o sorocomplexo do DENV e varios membros do

sorocomplexo da Encefalite Japonesa (Ayres M et al, 2006).

As reagdes de PCR foram realizadas em placas de 96 pocos em um volume total

de 15ul por poco. O mix da reacdo continha os componentes listados na tabela 1.

Tabela 1: Reagentes utilizados para realizagdo da PCR ”One Step” — Qiagen

Componentes Volume/reacio Concentracio Final
Tampao da reagdo 5X 3ul 1X
Q-Solution 5X 3ul 1X
Primer senso (10 pmol) 0.9ul 0,6uM
Primer anti-senso (10 pmol) 0.9ul 0,6uM
Mix de ANTP (10mM cada) 0.6ul 400uM de cada ANTP
Mix de enzima 0.6ul -
Agua RNAase-free 3ul -
RNA 3ul -
Volume total 15ul ---
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As reagdes da PCR foram processadas no termociclador GeneAmp® PCR

System 9700 (Applied Biosystems). Os ciclos foram realizados nas seguintes condigdes:

50°C - 30 minutos

95°C - 15 minutos

94°C - 1 minuto

58°C - 1 minuto 45 vezes
72°C - 1 min e 30 seg

72°C - 10 minutos

4°C - 0

4.8.1.1 Eletroforese em gel de agarose a 1,5%

Os resultados obtidos pela RT-PCR “One Step” (Qiagen) foram visualizados em
géis de agarose a 1,5%. Para isso, foram aplicados no gel 6[ldo produto da PCR e 3]
do padrao de peso molecular 100pb (Promega). Os géis foram submetidos a eletroforese
(100V) utilizando tampao TAE 1 X (Tris base, EDTA 0,5M e acido acético). Os géis
foram corados com brometo de etidio, visualizados e fotografados no Transluminador

UV 302nm T26M (Easydoc 100 — BioAgency).
4.8.2 “Semi-nested” RT-PCR (Lanciotti, 1992)
4.8.2.1 Transcricao reversa (RT)

A transcricdo reversa foi realizada utilizando-se a enzima M-MLV (Promega) e

seguindo as instru¢des do fabricante.

Uma aliquota de 5[fdo RNA extraido foi adicionada a 2[fldo primer reverso D2
e aquecido a 70°C por 5 minutos. Apo6s a incubagdo de cinco minutos no gelo, foram
adicionados 13ul do mix listado na tabela 2 em cada tubo. Por fim, a reacdo foi

incubada a 42°C por uma hora.
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Tabela 2: Reagentes utilizados para a produgdo do mix da transcri¢ao reversa

Reagentes Volume/reagao
Tampao 5X 4ul
Mix de ANTP (10mM cada) 4ul
Enzima M-MLV Il
Agua RNAase-free 4ul
Volume Total 13ul
4.8.2.2 PCR

A PCR foi realizada com a enzima GoTaq (Promega) em dois passos. Na

primeira PCR foram utilizados os iniciadores D1 e D2 para amplificar o fragmento de

DNA de 511pb e a segunda utilizou-se o os iniciadores D1 e TS2 para amplificar o

fragmento especifico de 119pb correspondente ao DENV-2. Os iniciadores utilizados

estdo listados na tabela 3.

Tabela 3: Iniciadores usados para amplificar e sorotipar DENV

Iniciadores Seqiiéncia Posi¢do no | Fragmento
genoma amplificado
D1 (senso) TCAATAGCTGAAACGCGCGAGAACCG 134 - 161 511 pb
D2 (anti-senso) | TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC| 616 —644 511 pb
TS2 (anti-senso) CGCCACAAGGGCCATGAACAG 232 -252 119 pb
(D1 e TS2)

(Lanciotti RS et al., 1992)

Os reagentes utilizados nas reagdes estdo listados na tabela 4. Para a realizacao

da 2* PCR foram utilizados 4pl do produto da 1* PCR diluida 50X com &4gua estéril e

apirogénica.
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Tabela 4: Reagentes utilizados para realizagdo da PCR desenvolvida por Lanciotti, 1992

Componentes Volume/10 reagoes Volume/10 reagoes 2* Concentracio
PCR Final
1 PCR
Tampdo da reacio GoTaq' 20ul 40 ul 1X (1,5mM
5X Green MgCl,)
Mix de NTP (10mM cada) 2ul 4ul 0,2mM para
cada ANTP
Primer senso (10 pmol) 2ul 4ul 0,1 —1,0ul
Primer anti-senso (10 pmol) 2ul 4ul 0,1 —1,0ul
GoTaqTM DNA polimerase 0,5ul Tl 1,25u
(5u/ul)
RNA e produto da 1* PCR 20ul (2ul de RNA/ 40ul (4pl do produtoda | < 0,5 pul/50ul
diluido tubo) 1* PCR diluido/ tubo)
Agua nuclease free para 53,5ul 107ul —--
completar
Volume total 100 pl 200ul -—-
10pl 20ul
Volume final/ tubo (8ul de mix + 2pl (16pl de mix + 4pl do -
RNA) produto da 1* PCR
diluido)

As reagdes da PCR foram processadas no termociclador GeneAmp® PCR

System 9700 (Applied Biosystems). Os ciclos foram adaptados em relagdo aos originais

descritos por Lanciotti (1992) e realizados nas condigdes indicadas na tabela 5.

Tabela 5: Condi¢des dos ciclos das 1* PCR e 2* PCR desenvolvida por Lanciotti, 1992.

1* PCR

2" PCR

94°C......30 seg
55°C......30 seg
72°C......30 seg

95°C......5 minutos

72°C...... 10 minutos

35 vezes

95°C......5 minutos

94°C......30 seg
55°C......30 seg
72°C......30 seg

72°C...... 10 minutos

27 vezes
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4.8.2.3 Eletroforese em gel de acrilamida a 0,8%

Os resultados obtidos pela RT-PCR desenvolvida por Lanciotti (1992) foram
visualizados em géis de acrilamida a 0,8%. Para isso, foram aplicados no gel 6[]do
produto da PCR e 3[iHdo padrdo de peso molecular 100pb (Promega). Os géis foram
submetidos a eletroforese (110V) utilizando tampao TBE 1 X (Tris-borato, acido bodrico
e EDTA) para a corrida. Foram fixados, por 10 minutos, com solu¢ao fixadora (2%
acido acético, 4% alcool etilico v/v). Apos a incubacdo com solugdo de nitrato de prata
(1g/500mL de 4gua destilada) por 10 minutos, os géis foram lavado duas vezes, por 1
minuto, com agua destilada. Em seguida foram incubados com solu¢do de NaOH 3%
(15g/500mL de 4gua destilada) e 200[ilde formaldeido até a revelagdo das bandas. A

reacao foi interrompida com a adi¢@o da solugao fixadora.

Os géis foram visualizados e fotografados no Transluminador UV 302 nm T26M
(Easydoc 100 — BioAgency), utilizando apenas a camera fotografica acoplada neste

equipamento.
4.9 Analise da transmissao vertical natural

A andlise da taxa de transmissdo vertical natural foi realizada a partir de dois
“pools”, contendo vinte fémeas de A. aegypti (geragdao F1), de cada uma das regionais

estudadas, sem passarem pelo processo do repasto infectante.

A partir destes pools foram feitas as analises moleculares através das extragdes
do RNA ¢ a RT-PCR One Step como descrito acima. Os produtos amplificados foram

visualizados em gel de agarose 1,5%.
4.10 Analise da competéncia vetorial

A andlise da competéncia vetorial foi realizada segundo Bennett KE et al
(2002). A detecgao do virus no corpo revelou a infec¢do do intestino (MI) e a taxa de
infeccdo do intestino (MIR) foi calculada como o numero de intestinos positivos

divididos pelo nimero de mosquitos expostos a alimentacao.

n° de intestinos positivo
MIR =

n° de mosquitos expostos
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A deteccao do virus na cabeca revelou a infec¢ao disseminada (DI) e a taxa de
infeccdo disseminada (DIR) foi calculada como o niimero de mosquitos com o virus na

cabega dividido pelo numero de mosquitos como o virus no corpo.

n° mosquitos com virus na cabeca
DIR =

n° mosquitos com virus no corpo

A competéncia vetorial foi calculada como o numero de mosquitos com DI

dividido pelo nimero de mosquitos expostos.

n° de mosquitos com virus na cabeca
CvV=

n° de mosquitos expostos
A porcentagem de mosquitos exibindo a barreira de infec¢do do intestino médio

(MIB) foi calculada como 1-MIR. E a porcentagem de mosquitos com barreira de

escape do intestino (MEB) foi calculada como MIR-DIR.

56



4.11 Delineamento Experimental

ECLOSAO
DOS OVOS

LARVAS

FEMEAS (3-5 DIAS
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ALIMENTACAO
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INFECTADA COM
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CELULAR

MULTIPLICACAO
VIRAL

VIRUS DENV-2
PADRAO

FEMEAS
INFECTADAS

14 DIAS APOS A
INFECCAO ARTIFICIAL

SEPARACAO DA CABECA
E DO CORPO

EXTRACAO DO
RNA VIRAL

RT-PCR

ELETROFORESE

TITULACAO VIRAL
POR TCID50

COMPETENCIA VETORIAL
AO DENGUE VIRUS
SOROTIPO 2
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5 Resultados

5.1 Avaliacao da viabilidade da utilizacdo de amostras congeladas de DENV-2 na

infeccao artificial de mosquitos.

Com o objetivo de avaliar a viabilidade da utilizagdo de aliquotas de DENV
congelados, que possuem a vantagem de serem titulados apenas uma vez evitando assim
variagdes nos titulos entre os experimentos, foram realizadas infec¢des artificiais com
DENYV congelado e DENV fresco provenientes de infeccdes programadas. A andlise
molecular foi realizada através da técnica de RT-PCR desenvolvida por Lanciotti como
descrita na metodologia. O titulo viral da aliquota congelada foi estimado em 1,0 x 10*

TCIDs¢/ml e o titulo do virus fresco foi de 1,0 x 10° TCIDs¢/ml.

Para a realizagdo deste experimento foram utilizadas duas populagdes de

mosquito: 4. aegypti colonizada no LEM e A. aegypti da cepa Red Eyes.

A tabela 6 exibe a relacdo dos indices de infec¢ao das duas cepas de A. aegypti
submetidos ao processo de infeccdo artificial com DENV congelado e fresco. Observa-
se que os indices de infecgdes das duas cepas de mosquitos foram menores (20%) com
as alimentagdes contendo virus congelado em relacdo as contendo virus fresco, sendo

46% de infeccdo para A. aegypti colonizada no LEM e 80% para a cepa Red Eyes.

Tabela 6: Andlise comparativa dos indices de infec¢do das duas populagdes de A.

aegypti alimentadas com DENV congelado e fresco.

Populacdes de DENV Indice de DENV Indice de
congelado infeccao fresco infeccao
A. aegypti
Colonia LEM 3/15 20% 7/15 46%
Red Eyes 3/15 20% 12/15 80%
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5.2 Andlise da praticidade de duas técnicas de RT-PCR para deteccio de DENV:
Lanciotti (Lanciotti, 1992) X “One Step”

Devido ao grande numero de amostras a serem analisadas no decorrer do
projeto, duas metodologias de RT-PCR, uma desenvolvida por Lanciotti (1992) e a
outra descrita por Ayres M (2006) foram testadas para a escolha de uma técnica

molecular eficiente, pratica e rapida.

Para a realizacdo deste experimento utilizou-se a populacdo de A. aegypti

colonizada no LEM.

A figura 17 ilustra a detec¢do viral pela técnica molecular desenvolvida por
Lanciotti (1992). A presenca do DENV-2 foi caracterizada por uma banda em gel de
poliacrilamida a 0,8%, corado com nitrato de prata, apresentando peso molecular de
119pb. As 13 amostras analisadas foram positivas inferindo um indice de infec¢do de
100%. A execugao deste experimento demandou aproximadamente 10 horas e incluiu as
seguintes etapas: transcri¢do reversa, 1° PCR, dilui¢do das amostras, 2* PCR e

eletroforese em gel de poliacrilamida.

A detecgao viral pela técnica da RT-PCR “One Step” (Qiagen) esta representada
na figura 18 por um amplicon de 854pb resolvido em gel de agarose a 1,5% e corado
com brometo de etidio. Neste experimento utilizaram-se mosquitos derivados de uma
infeccdo diferente daqueles que foram analisados pelo método de Lanciotti. Das 20
amostras processadas, 14 foram positivas para o DENV-2, inferindo um indice de
infeccao de 70%. A execugdo deste experimento demandou aproximadamente 5 horas e
incluiu as seguintes etapas: RT e PCR em uma unica etapa e eletroforese em gel de

agarose.
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Figura 17-Deteccio de DENV-2, na populagdo de 4. aegypti da colonia do LEM,
através da RT-PCR desenvolvida por Lanciotti, 1992. Os produtos amplificados foram
resolvidos em gel de poliacrilamida a 0,8% e corados com nitrato de prata. Legenda:
canaleta 1: PM (padrdao de peso molecular 100pb — Promega); canaletas de 2 a 14:
amostras de mosquitos infectados com DENV-2, canaleta 15 controle positivo (+). A
seta indica o amplicon de 119pb correspondente a positividade da amostra para

DENV-2.
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Figura 18- Deteccdo de DENV-2, na populagdo de A. aegypti da colonia do LEM,
através da RT-PCR “One Step” (Qiagen). Os produtos amplificados foram resolvidos
em gel de agarose a 1,5% e corados com brometo de etidio. Legenda: canaleta 1: PM
(padrdao de peso molecular 100pb — Promega); canaletas de 2-11 e 13-22: amostras de
mosquitos infectados com DENV-2, canaleta 12: controle positivo (+). canaleta 24:
controle negativo (-). A seta indica o amplicon de 854pb correspondente a positividade

da amostra para DENV-2.
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5.3 Colonizacio e infeccio dos mosquitos.

Os A. aegypti das nove regionais de Belo Horizonte foram colonizados no LEM,
como descrito na metodologia, até a primeira geracdo (F1). Durante o processo de
colonizacdo e infec¢do destes mosquitos foram observadas diferencas morfoldgicas e

comportamentais entre as populagdes.

Os ovos derivados da regional Barreiro desenvolveram mosquitos muito
pequenos em relacdo ao tamanho dos mosquitos das outras regionais, bem como, em
relacdo aos mosquitos da colonia do LEM, ja os derivados da regional Oeste
desenvolveram mosquitos com tamanho muito superior a estes (resultados ndo

mostrados).

No momento dos repastos infectantes o estimulo alimentar variou grandemente
entre estas populacdes. Mosquitos da regional Norte, Nordeste e Leste alimentavam-se
nos primeiros 30 minutos apds oferecido o alimento numa quantidade superior a 80%
do total de individuos expostos. J& mosquitos das regionais Barreiro, Venda Nova ¢
Pampulha nao se instigavam com o alimento oferecido e apds duas horas de muito
estimulo mecanico como: liberacdo de CO, nas gaiolas, intervalos de penumbra e luz no
infectorio, poucos individuos destas populagdes iam em busca do alimento e

alimentavam-se com uma pequena quantidade de sangue (resultados ndo mostrados).

Das 300 fémeas expostas ao repasto infectante, 40 individuos, de cada uma das
nove regionais, foram processados para a analise da competéncia vetorial e barreiras de
infec¢do. Os experimentos (infecgdes) foram repetidos 3 vezes para as regionais Norte,
Oeste, Barreiro, Centro-Sul ¢ Venda Nova para alcangar o total de 40 individuos
ingurgitados e apenas uma vez para as regionais Nordeste, Leste, Pampulha e Noroeste,
como demonstrado na tabela 7. Devido a esta diferenga no numero de alimentagdes,

dividiu-se estas populacdes em dois grupo para as analises de MIB, MEB e CV.

Neste experimento, os virus ndo congelados utilizados no repasto infectante
foram titulados pelo método TCIDs, (Reed e Muench, 1938). A média destes titulos foi
de 2,67 x 10 TCIDs¢/ml, como descrito na tabela 8. Porém, ndo foi possivel calcular o

titulo viral da primeira infec¢do, pois a placa de titulagao foi contaminada com fungos.
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Tabela 7: Populagdes de A. aegypti analisadas para a competéncia vetorial.

Numero de
Regionais Area Geracgdes N repastos
usadas

(Km?) infectantes
Norte 34,32 F1 40 3
Barreiro 55,14 F1 40 3
Oeste 32,10 F1 40 3
Centro-Sul 32,63 F1 40 3
Venda Nova 27,61 F1 40 3
Nordeste 39,86 F1 40 1
Leste 28,89 F1 40 1
Pampulha 46,81 F1 40 1
Noroeste 38,14 F1 40 1
Total 4

Tabela 8: Relacao dos titulos virais dos quatro repastos infectantes com DENV fresco.

Repastos infectantes TCIDS0/ml
12
2 1,58 x 10°
38 5,13 x10°
4 1,31 x 10°
Média 2,67 x 10°
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5.4 Determinacio da taxa de transmissido vertical natural das populagoes

estudadas.

Para a verificacdo do indice de transmissdo vertical natural da geracdo F1 de
todas as populacdes estudadas foi realizada a analise molecular através da técnica da

RT-PCR “One Step” (Qiagen), como descrita na metodologia.

As figuras 19A e B ilustram os géis de agarose a 1,5% contendo as andlises
moleculares, de dois pools com vinte individuos, de cada uma das regionais estudadas.

Utilizou-se como controle 4. aegypti ndo infectados colonizados no LEM.

Este resultado indicou que todos os “ pools” processados foram negativos para a

presenca de DENV-2.
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Figura 19- Analise dos pools de A. aegypti para determinacdo das taxas de transmissao
vertical natural. Os amplicons foram resolvidos em géis de agarose a 1,5% e corados
com brometos de etidio. Legenda: PM (padrdo de peso molecular 100pb - Promega). A:
duplicatas de pools de mosquitos das regionais Norte (canaletas 2 e 3); Centro-Sul
(canaletas 4 e 5), Barreiro (canaletas 6 ¢ 7), Venda Nova (canaletas 8 e 9); Oeste
(canaletas 10 e 11), controle (canaleta 12), controle positivo (+) (canaleta 13) ¢ controle
negativo (-) (canaleta 15). B: duplicatas de pools de mosquitos das regionais: Noroeste
(canaletas 2 e 3), Leste (canaletas 4 e 5), Pampulha (canaletas 6 e 7), Nordeste
(canaletas 8 e 9), controle (canaleta 10), controle positivo (+) (canaleta 11) e controle
negativo (-) (canaleta 12). A seta indica o amplicon de 854pb correspondente a

positividade da amostra para DENV-2.
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5.5 Analise comparativa da barreira de infeccao (MIB), barreira de escape (MEB)
e competéncia vetorial (CV) entre as populacées de mosquitos estudadas apos

alimentacao infectante com DENV-2.

As andlises comparativas de MIB, MEB e CV entre as populacdes estudadas
foram realizadas em dois grupos. No primeiro estdo relacionadas as populacdes que
foram submetidas a trés repastos infectantes: Norte (N),Venda Nova (VN), Oeste (O),
Centro-Sul (CS) e Barreiro (B) de acordo com a figura 20. E no segundo grupo estao as
populagdes que foram submetidas apenas a um repasto infectante: Nordeste (NE), Leste
(L), Pampulha (P) e Noroeste (NO) de acordo com a figura 21. Todos os resultados

estdo baseados em uma amostra de 40 individuos por regional.

As analises de MIB ¢ MEB entre as populagdes das nove regionais foram
avaliadas a partir da taxa de infeccdo dos intestinos e da taxa de disseminagao do virus
para outros 6rgaos dos mosquitos, respectivamente. Ja as andlises da competéncia
vetorial foram realizadas a partir da presenca do virus na cabega como descrito na
metodologia. Os valores brutos de MIB, MEB e CV utilizados para confeccdo dos

graficos estdo listados na tabela 9.

Tabela 9: Valores brutos de MIB, MEB e CV utilizados para a confeccao dos graficos.

MNORTE 40 33 28 0,83 0,85 0,18 -0,03 0,70
VENDANOVA 40 10 b6 0,25 0,75 0,75 -0,50 0,15
OESTE 40 20 12 0,50 0,67 0,50 -0,17 0,30
CENTRO SUL 40 14 10 0,35 ’ 0,36 0,65 ’ -0,01 0,25
BARREIRO 40 13 10 0,33 0,76 0,68 -0,44 0,25
MORDESTE 40 10 2 0,25 0,14 0,75 0,11 0,05
LESTE 40 12 5 0,30 0,28 0,70 0,02 0,13
PAMPULHA 40 3 1 0,08 0,25 0,93 -0,18 0,03
MOROESTE 40 B 4 0.20 0.40 0.80 -0.20 0.10

Legenda: (n): total de 4. aegypti analisados por regionais. MIR: taxa de infeccao do
intestino. DIR: taxa de disseminacdo do intestino. MIB: barreira de infec¢ao do

intestino. MEB: barreira de escape do intestino. CV: competéncia vetorial.
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De acordo com as figuras 20A e B as populagdes estudadas exibiram uma
variacdo para MIB e MEB. A populacdo de Venda Nova exibiu a maior MIB (75%)
bem como a maior MEB (50%). A populagdo Norte apresentou o menor valor para MIB
(18%) e uma porcentagem de 3% para MEB. Centro-Sul apresentou um percentual de
65% para MIB e o menor percentual para MEB (1%). Oeste obteve MIB de 50% e
MEB de 17% e por fim a populacdo Barreiro apresentou MIB de 68% ¢ MEB de 44%.

Observa-se na figura 20C que a populacdo com maior CV foi a Norte (70%)
seguida pela Oeste (30%), Centro-Sul (25%) e Barreiro (25%) e a menor CV foi da
populacdao Venda Nova (15%).

67



0.8+

0.6+
0.4+
0.2+
0.0
N VN (6] CS B
A MiB
0.6
0.4
0.24
0.0
N VN (6] CS B
B MEB
0.84
0.64
0.4+
0.24
0.0
N VN (0] CS B
C cv

Figura 20: Graficos ilustrando as analises comparativas da barreira de infec¢ao (MIB),
barreira de escape (MEB) e competéncia vetorial (CV) entre as populagdes de A.
aegypti das regionais Norte (N), Venda Nova (VN), Oeste (O), Centro-Sul (CS) e
Barreiro (B). Legenda: (A) anélise comparativa de MIB (B) andlise comparativa de
MEB (valores de MEB foram multiplicados por -1 para facilitar visualizacao) e (C)

analise comparativa de CV.
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De acordo com a figura 21A as populagdes estudadas exibiram uma pequena
variagdo para MIB. A populagdo Pampulha exibiu a maior MIB (93%), seguida pela
Noroeste (80%), Nordeste (75%) e Leste (70%). Através da figura 21B observa-se que a
populacdo com maior MEB foi a Noroeste (20%), seguida pela Pampulha (18%) e
Nordeste (11%). O menor percentual de MEB foi exibido pela populagdo Leste (2%).

Através da figura 21C observa-se a populacdo que apresentou maior CV foi a
Leste (13%) e a de menor competéncia foi a Pampulha (3%). A regido Noroeste

apresentou CV de 10% e Nordeste 5%.
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Figura 21: Graficos ilustrando as andlises comparativas da barreira de infec¢cao (MIB),
barreira de escape (MEB) e competéncia vetorial (CV) entre as populacdes de A.
aegypti das regionais Nordeste (NE), Leste (L), Pampulha (P) e Noroeste (NO).
Legenda: (A) analise comparativa de MIB (B) andalise comparativa de MEB (valores de
MEB foram multiplicados por -1 para facilitar visualizagdo) e (C) analise comparativa

de CV.
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6 Discussao

O A. aegypti tem sido objeto de inumeros estudos devido a sua grande
importancia na saude publica e por apresentar ampla variacdo na competéncia vetorial
dentro e entre populagdes por todo o mundo (Black IV et al., 2002). Entretanto, tais
estudos necessitam ser aprofundados, especialmente para populagdes brasileiras de

mosquitos.

O Laboratorio de Entomologia Médica hd alguns anos estuda a biologia da
interacdo de insetos vetores com varios patogenos, incluindo o DENV. Seguindo
modelos de infecgdo utilizados por outros grupos de pesquisa, o sobrenadante de
culturas de células de inseto infectadas com DENV ¢ adicionado a sangue de

camundongo e oferecido a fémeas de mosquitos, conforme descrito na metodologia.

A vantagem da utilizagdo de sobrenadante de células que ndo tenha sido
congelado, quando comparado a utilizacdo de aliquotas ja congeladas, ¢ o maior titulo
viral, uma vez que uma etapa de congelamento e descongelamento de uma suspensio de
virus resulta na diminui¢do do titulo viral de no minimo dez vezes. No entanto, a
utilizacdo de aliquotas congeladas de virus apresenta vantagens. Como estas aliquotas
podem ser preparadas e tituladas uma Unica vez a ocorréncia de variacdes nos titulos
virais entre os experimentos teriam minimas alteracdes. Além disso, titulacdes
concomitantes com os experimentos de infec¢do seriam dispensadas, o que reduziria o

tempo e o custo destes experimentos.

Como o estudo da competéncia vetorial das populagdes de 4. aegypti da cidade
de Belo Horizonte necessitaria de varios experimentos de infec¢ao artificial decidimos
avaliar inicialmente a viabilidade da utilizacdo de aliquotas congeladas de virus numa
tentativa de aperfeicoar o modelo de infeccdo artificial de mosquitos ja empregado em
nosso laboratério. Os resultados apresentados na tabela 6 mostraram que as taxas de
infeccoes dos A. aegypti alimentados com o DENV congelado (1x10* TCIDs¢/ml)
foram, significantemente, menores quando comparados com os alimentados com o
DENV fresco (1 x 10° TCIDs¢/ml). Portanto, avaliamos que deveriamos manter a
utilizagdo de aliquotas de DENV fresco nas infecgdes, pois, esta é a inica maneira de
obtencao de virus com altos titulos virais. Além disso, a utilizagdo de virus com baixos

titulos resulta numa diminuicdo significativa da taxa de infec¢do dos mosquitos, o que
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poderia dificultar a comparacdo de competéncia vetorial de populagdes mais resistentes,
mas ndo necessariamente similares quanto a CV, pois elas poderiam ndo ser infectadas

em um experimento utilizando baixos titulos virais.

Tentativas da utilizagdo de aliquotas de Flavivirus congelados, com o propdsito
de aperfeicoamento de modelos de infecgdo, tém sido também descritos por outros
grupos. Em um estudo recente, Culex quinquefasciatus e A. aegypti foram submetidos a
um processo de alimentagdo artificial contendo sangue misturado com virus congelado e
fresco, virus da encefalite de Saint Louis (SLEV) e DENV-2 respectivamente.
Verificou-se que as taxas de infeccao e a avaliagdo da competéncia vetorial foram
significantemente menores para mosquitos alimentados com sangue contendo virus

congelado (Richards SL et al., 2007).

Resultados semelhantes foram encontrados por Miller (1987) utilizando o virus
da febre amarela (YFV) como modelo. Neste trabalho, A. aegypti foram alimentados
através de um sistema de membranas contendo YFV ndo congelado e com um titulo
viral relativamente baixo, estes exibiram um aumento de aproximadamente cinco vezes
nas taxas de infec¢do quando comparados aos mosquitos alimentados com YFV
congelado. Baixos indices de infeccdo também foram observados por Turell (1988),

utilizando Cx. pipens e virus da febre do Valley Rift (RVFV) congelado.

A razdo da diminuicdo da infectividade com virus congelado certamente esta
relacionada a diminui¢do do seu titulo viral provocada por mudangas estruturais nos
virions, podendo assim restringir a ligagdo de seus receptores com as células dos
mosquitos (Miller BR, 1987). Portanto, a utilizagdo de virus ndo congelado apresenta
uma grande vantagem, pois, acredita-se que as caracteristicas destes virus sejam mais
proximas do real, apesar de seus titulos serem menos previsiveis que os titulos do
congelado (Richards SL et al., 2007). Portanto, a partir da interpretagdo dos nossos
resultados e dos ja descritos na literatura, decidimos utilizar aliquotas ndo congeladas de
virus em nossos experimentos, mesmo que a cada infec¢do tenha sido necessario

realizar uma nova titulagao.

Ainda buscando adequar as metodologias a serem utilizadas neste trabalho e
devido a nossa grande demanda de andlises, avaliamos duas técnicas de diagnostico

molecular para deteccdo de DENV-2 em mosquitos infectados.
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Dentre os varios métodos diagnodsticos relatados na literatura o mais amplamente
usado ¢ a “semi-nested” RT-PCR desenvolvida por Lanciotti ef al., 1992. Esta técnica
foi desenvolvida com o objetivo de detectar e identificar os quatros sorotipos do DENV,
tanto em soro de pacientes quanto em mosquitos infectados, e possui a combinagdo de
dois passos (1* e 2* PCR’s). Entretanto, devido as varias etapas necessarias para
amplificacdo do cDNA viral as chances de contaminagdo sdo altas, demandam de um

grande tempo para execugdo além de ser muito laboriosa.

Em fungdo disso, adaptagdes deste método vém sendo descritas na literatura a
fim de simplificad-lo. Harris (1998) modificou estd técnica em um tUnico passo e
minimizou o nimero de primers requeridos. Gomes ef al. (2007), também adaptaram a
técnica para um novo formato de “nested” PCR em um unico passo (STNPCR) a qual

foi menos passivel de contaminacdo, reduziu o tempo ¢ o custo da reagao.

Em 2006, Ayres e colaboradores descreveram uma técnica em passo unico, RT-
PCR “One Step”, que utiliza apenas um par de iniciadores para deteccdo de Flavivirus
em mosquitos vetores. Os amplicons gerados por estes iniciadores apresentam alto peso
molecular (aproximadamente 830pb) e ndo apresentam grandes variagdes de tamanho, o
que torna dificil a identificacdo dos sorotipos. Entretanto, como utilizamos sempre um
sorotipo conhecido (DENV-2) nas infecgdes, esta particularidade ndo seria um

problema.

Na RT-PCR semi-nested desenvolvida por Lanciotti a presengca do DENV-2 ¢
caracterizada pela geragdo de um amplicon de 119pb, como observado na figura 17.
Este ¢ um fragmento de baixo peso molecular que muitas vezes ¢ dificil de ser detectado
ou mesmo diferenciado das bandas geradas por excesso de iniciadores. Além disso,
devido ao seu baixo peso molecular, a revelagdo dos produtos amplificados s6 podem
ser realizadas através da eletroforese em géis de poliacrilamida, que ¢ um método mais
laborioso e que demanda mais tempo quando comparado a eletroforese em géis de

agarose.

Ja na RT-PCR “One Step”, a presenga do DENV-2 foi caracterizada por um
amplicon de 854pb, como pode ser observado na figura 18. Este é um fragmento com
alto peso molecular e de facil visualizagdo. Com esta metodologia foi possivel realizar
varias amplifica¢des simultdneas em placas de 96 pocos e a utilizagcdo do gel de agarose
possibilitou a resolucdo de uma quantidade maior de amostras simultaneamente. Além

disso, o tempo total demandado para fazer a andlise, desde 0 RNA até a visualizagdo do
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amplicon, foi significativamente menor quando comparado com a outra metodologia.
Contudo, embora este seja um procedimento mais caro, ele mostrou-se confidvel e

pratico sendo, portanto, utilizado como método de diagndstico durante todo o trabalho.

Vencidas as etapas de uniformizagdo do tipo de virus e do método molecular a
serem utilizados neste trabalho, partimos para o estabelecimento ¢ manutencdo da

coldnia das populagdes de mosquitos das nove regionais de Belo Horizonte.

Apesar das particularidades de cada regional, como descritas na introducao, a
excegdo da regional Barreiro, que ¢ fisicamente delimitada pelo anel rodovidrio,
nenhuma das demais regionais apresentou um componente geografico que pudesse
limitar a dispersdo dos insetos e, conseqlientemente, resultar num isolamento

populacional que pudesse derivar em significativas diferencas fenotipicas.

Entretanto, no decorrer do processo de colonizacdo e dos experimentos de
infec¢do artificial, observamos que os mosquitos destas regionais apresentaram
diferencas morfologicas. Os ovos derivados da regional Barreiro desenvolveram
mosquitos muito pequenos em relagdo ao tamanho dos mosquitos das outras regionais,
bem como, em relagdo aos mosquitos da colonia do LEM. Ja os derivados da regional
Oeste desenvolveram mosquitos com tamanho muito superior (resultados nao

mostrados).

Diferengas comportamentais também foram evidenciadas durante os repastos
infectantes em relagdo ao estimulo alimentar. Mosquitos das regionais, Norte, Nordeste
e Leste alimentavam-se muito bem nos primeiros 30 minutos quando expostos ao
alimento, numa porcentagem superior a 80%. Ja os mosquitos das regionais Barreiro,
Venda Nova e Pampulha, as fémeas nao eram, a principio, atraidas pelo alimento. Isto
pode ser devido ao odor da membrana animal e/ou temperatura do sistema utilizado
para o repasto. Deste modo, foram necessarias adigdo de estimulos mecanicos tais
como, a liberagdo de CO, nas gaiolas e intervalos de penumbra e luz, para que apds um

periodo médio de 2 horas, algumas poucas fémeas se alimentassem (15%).

Em um trabalho recente, os autores observaram que o estresse nutricional
afetava a sobrevivéncia didria, a susceptibilidade para infeccdo, bem como, a
competéncia de Cx. pipiens mantidos em laboratério para WNV (Vaidyanathan et al.,

2008). Outros autores demonstraram que a susceptibilidade a infecgdo e a disseminagdo
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do DENV entre A. aegypti adultos ¢ alterada pelo tamanho do corpo, onde individuos
menores foram mais propensos a se infectar e a disseminar o virus do que os individuos
maiores (Alto BW ef al., 2008). Além disso, existem evidéncias de que as condigdes de
criacdo das larvas e a origem geografica dos mosquitos também podem afetar a sua taxa

de infec¢do pelo DENV (Sumanochitrapon ef al., 1998).

Estas observacdes, juntamente com relatos descritos na literatura que
correlacionam o estresse nutricional e o tamanho do corpo do animal com sua
habilidade em transmitir patogenos, sugerem que estas diferencas morfoldgicas e
comportamentais entre as populagdes podem influenciar diretamente as suas

competéncias em transmitir o virus dengue.

Embora a transmissdo vetor-homem-vetor seja um mecanismo bem
compreendido de transmissdo do DENV, vale ressaltar que o virus também ¢ mantido
na natureza através da transmissdo transovariana, ou seja, a fémea infectada ¢ capaz de
transmiti-lo a sua progénie. Este ¢ um fendmeno complexo e dependente de multiplos
fatores, que apesar de ndo ser evidenciado em todos os individuos, é responsavel pela
persisténcia do virus durante os periodos inter-epidémicos da doenga (Arunachalam N,

2008 ¢ Angel B, 2008).

Estudos da verificacdo das taxas de transmissdao vertical natural do DENV em
populacdes de A. aegypti do sul da India sugerem que ¢ freqiiente a detecgio de DENV
em mosquitos e em larvas coletados no campo (Thenmozhi 2000). Entretanto, apesar da
ocorréncia de casos esporadicos de dengue durante todo o ano em Belo Horizonte
(figura 5), a andlise das taxas de transmissdo vertical natural dos mosquitos de cada uma
das regionais ndo acusou a presenca de DENV em nenhuma populacdo (figuras 19A e

B).

Estes resultados podem ter ocorrido pelo fato das andlises terem sido feitas na
geracdo F1 das populagdes e ndo na geracdo parental (proveniente do campo). Dessa
forma, ¢ bem provavel que os mosquitos parentais pudessem apresentar uma baixa taxa
de infec¢do que poderia ter sido determinada se os mesmos tivessem sido empregados
nesta analise. Contudo, vale ressaltar que o objetivo deste trabalho ¢ estudar os fatores
determinantes da CV entre as populagdes de mosquitos e ndo a determinagdo da taxa de
infec¢do dos mosquitos coletados no campo ou de individuos derivados imediatamente

deles, ou seja, dos mosquitos derivados diretamente dos ovos presentes nas palhetas.
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Cumpridas as etapas de colonizacdo e da andlise da transmissdo vertical natural
dos mosquitos, partimos para o estudo da competéncia vetorial das populagdes de A.
aegypti da cidade de Belo Horizonte. Os resultados mostraram uma variagdo nos valores
de MIB entre as populagdes do primeiro (figura 20A) e do segundo grupo (figura 21A)
de mosquitos analisados. Dentre todas as popula¢des analisadas, os mosquitos da
regional Pampulha apresentaram maior MIB (93%). O contrério pode ser observado na

populacao Norte com uma MIB de 18%.

Nos vetores potenciais com uma MIB eficiente, os virus ndo conseguem infectar
e/ou replicar nas células do intestino do mosquito. Variagcdes nas taxas de infeccdo do
intestino também podem ser observadas entre populacdes de mosquitos separadas
geograficamente, como foi observado em populacdes de mosquitos do México que
exibiram MIBs variando de 59% para populagdo de Ixtapa Zihuatanejo a 14% para a
populacao de Chetumal. Entretanto, variacdes de MIB podem também ser evidenciadas
entre populagdes proximas, sugerindo que estas podem ser governadas por outros

fatores além do isolamento geografico (Bennett et al. 2002).

Como ja comentado, estas barreiras podem ser determinadas por fatores
genotipicos e ou fenotipicos, como o tamanho do corpo. No entanto, as suposi¢des
descritas na literatura a respeito do tamanho do corpo nao foram observadas em nosso
estudo, ja que os mosquitos com corpo pequeno (Regional Barreiro) foram menos
susceptiveis a infeccdo que os mosquitos com corpo grande (Regional Oeste). Apesar
das diferengas terem sido muito pequenas estes resultados sugerem que a infecgdo do

vetor depende de outras particularidades além do tamanho do corpo.

Tais particularidades envolvem interagdes complexas entre fatores biologicos
intrinsecos ¢ extrinsecos dos virus ¢ do vetor, bem como fatores ambientais (Black IV et

al., 2002 e Bennett et al. 2002).

Dentre os fatores intrinsecos do vetor destacam-se as caracteristicas dos
receptores para a adsor¢do dos virus na superficie de células do intestino, ou na baixa
permissividade destas células a infeccdo, que podem ser determinadas por multiplos

fatores como a interag@o entre proteinas celulares e virais (Black IV ef al., 2002).

Trabalhos acerca deste tema demonstraram a interacdo de DENV-2 com dois
polipeptideos, um de 67kDa e outro de 80kDa, expressados em células C6/36, derivadas

de A. albopictus, sugerindo que estes peptideos podem atuar como receptores para

76



DENV-2 (Muioz et al. 1998). Posteriormente, estes peptideos foram confirmados como
receptores, R60 e R80, para os quatro sorotipos do virus dengue nas células do intestino

de 4. aegypti e em células C6/36 de A. albopictus (Mercado-Curiel ef al. 2006).

Outro elemento sugerido como determinante na infec¢@o do intestino por virus ¢é
a tripsina. Recentemente foi demonstrado que a inibi¢do da atividade da tripsina afeta a
infeccdo por DENV-2 diminuindo em até 97% a quantidade de virus no intestino do A.
aegypti, bem como diminuindo a sua disseminagdo para outros 6rgaos (Molina-Cruz et
al. 2005). Entretanto, ndo ha consenso a respeito deste tema, pois outro grupo de
pesquisa reportou que a adicdo do inibidor de tripsina na alimenta¢do sanguinea
aumentou, significantemente, as taxas de infec¢do do intestino. Esta discrepancia nos
resultado ¢ justificada pelos autores como sendo a origem de uma possivel alteracdo do

inibidor de tripsina usado nos experimentos do primeiro autor (Brackney et al 2008).

Hé também os fatores extrinsecos do virus e mosquitos que podem interferir nas
taxas de infeccdo do intestino que € a composicdo da microbiota intestinal. Estudos
recentes sugerem que a presenca da bactéria Wolbachia limita a infec¢do de A. aegypti
por DENV, apesar desta bactéria ndo fazer parte da flora natural deste vetor. Segundo
autores, este efeito inibitdrio pode ser devido a uma competicdo entre bactéria e virus,
ambos patdgenos intracelulares, por recursos celulares requeridos para suas replicacdes.

(Moreira L ef al. 2009).

Sendo assim, ndo podemos descartar a possibilidade de que alguns destes fatores
também estejam influenciando a taxa de infeccdo do intestino dos mosquitos das
populacdes estudadas, como ja foi observado em nossos resultados, além da grande
variagdo entre as taxas de MIB foram verificadas também diferengas comportamentais e

morfologicas entre os individuos destas populacdes.

Uma vez que a infecgdo viral esteja estabelecida no intestino, vetores potenciais
com MEB permitem a replicacdo do virus nas células epiteliais, ou seja, a infec¢do do
intestino, mas impedem o seu escape e conseqiientemente a disseminacdo da infecgdo.
(Bennett KE ef al., 2002). Esta barreira estd associada com a montagem e a maturacao
ineficiente das particulas virais nas células do intestino médio e na incapacidade do

escape dos virions maduros.

Na anélise das variagdes nos valores de MEB (figuras 20B e 21B), dentre todas

as populacdes analisadas, os mosquitos da regional Venda Nova apresentaram maior
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MEB (50%), ou seja, possuem uma barreira de escape do intestino relativamente alta, o
que, conseqiientemente, impede a disseminacdo do virus para outros 6rgdos. Ja os
mosquitos da populacdo Centro-Sul apresentaram uma MEB muito baixa (1%) o que
favorece a disseminagdo do virus e a infec¢do de outros 6rgdos como os ovarios e a
glandula salivar. Similarmente, variagdes nos valores de MEB foram também reportadas
entre populagdes de mosquitos do México que exibiram valores de MEB variando de
43% para populagdo de Ixtapa Zihuatanejo e a 4% para a populacio de Chetumal
(Bennett ef al. 2002).

Apesar dos mecanismos pelos quais 0 DENV se dissemina através do intestino
ndo serem bem compreendidos, varios trabalhos tém sido realizados a fim de esclarecer
os principais fatores envolvidos na disseminag@o do virus em seu inseto vetor e que
podem influenciar a MEB, tais como: a presenga de receptores, o periodo de incubagao
extrinseco do virus, a presenga da matriz peritréfica e o papel das traquéias e dos

hemdcitos na disseminagdo do virus.

Em 2002, Yazi Mendoza et al. identificaram uma glicoproteina de 45 kDa em
c¢lulas C6/36 de A. albopictus, a qual também foi detectada em extratos de ovos, larvas,
pupas, bem como em intestino, ovarios e glandula salivar de mosquitos adultos. Estes
resultados indicam que a glicoproteina inicialmente caracterizada na superficie de
células C6/36, também esta correlacionada com o tropismo do DENV em tecidos de
mosquitos infectados sugerindo que esta molécula pode funcionar como um complexo

de receptor para o DENV.

J& Salazar et al., em 2007, estudando o tropismo e a replicacdo do DENV-2 em
A. aegypti infectados oralmente, verificaram que o PIE do DENV em seu vetor pode ser
menor que o periodo ja descrito (14 dias) o que possivelmente ird acarretar importantes
conseqliéncias epidemioldgicas na transmissdo da dengue. Verificaram também que o
sistema traqueal do vetor pode facilitar a disseminacdo do DENV-2 para fora do
intestino e que outros 6rgdos dos mosquitos como: intestino, tecido nervoso e glandula
salivar diferem em sua resposta para a infeccdo com DENV. O estudo desenvolvido por
Romoser, et al. (2004) também demonstrou o envolvimento das traquéias e dos
musculos viscerais como facilitadores na disseminacdo do virus através da lamina basal

do intestino.

J4 a matriz peritréfica (MP) € considerada por alguns autores como sendo uma

barreira fisica para infec¢do das células intestinais com arbovirus e outros patdogenos
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(Chamberlain e Sudia 1961; Hardy et al. 1983; Orihel 1975; Stohler 1961). Porém em
2008, Kato demonstrou que a MP ndo representa uma barreira fisica para disseminagao
do DENV em seu vetor. Segundo observagoes feitas pelo autor o DENV infecta as

células epiteliais do intestino antes mesmo da formacao da MP.

Apesar do papel dos hemocitos de mosquitos na replicagdo e disseminagao do
virus e na resposta antiviral a infeccdo por arbovirus nido ser bem compreendida, a
infeccdo destas células por arbovirus tem sido relatada na literatura, mas ndo
caracterizada (Foy et al. 2004; Salazar et al. 2007; Sriurairatna ¢ Bhamarapravati
1977). O primeiro estudo que demonstrou que os arbovirus infectam e se replicam em
hemocitos foi desenvolvido por Parikh (2009). Neste estudo o autor mostra que os
hemocitos na hemolinfa podem ser infectados por dois tipos diferentes de virus sindbis
(SINV) e em duas espécies distintas de mosquitos, 4. aegypti ¢ Cx. pipiens, além do
mais, foi apresentado que estes arbovirus utilizam os hemocitos como um alvo para
replicagdo, desde que estejam livres na hemolinfa. A partir desta infec¢do os virus sdo

disseminados por todo o corpo do mosquito através da hemolinfa.

Deste modo, ndo podemos descartar a possibilidade de que alguns destes fatores
também estejam influenciando a taxa de disseminagdo do virus em alguma das
populagdes estudadas, pois a partir dos resultados apresentados observamos variagdes

nas taxas de MEB entre as populagdes.

Como ja descrito na literatura, a competéncia vetorial € restrita ao processo de
interagdo vetor-patogeno, ¢ controlada por fatores genéticos e esta associada com o
nimero de barreiras anatdmicas que determinam a eficiéncia da infec¢do no vetor
(Beerntsen et al. 2000). Estudos também tém mostrado que o A. aegypti exibe uma
variagdo continua na sua competéncia para transmitir Flavivirus. (Gubler et al. 1979,

Black IV et al. 2002, Severson et al. 2004, Gorrochotegui-Escalante et al. 2005).

Virios trabalhos envolvendo andlises da competéncia vetorial em populacdes de
A. aegypti para Flavivirus vém ocorrendo por todo o mundo. O estudo pioneiro na
avaliagdo da competéncia vetorial de populagdes de A. aegypti para o DENV foi
realizado por Bennett ef al. (2002). Neste estudo foi analisada a variagdo da
competéncia vetorial de 24 populacdes 4. aegypti do México e Estados Unidos para o
DENV-2 mostrando que estas populagdes apresentam uma varia¢do significativa em
suas competéncias para transmitir o DENV. Johnson ef al. (2002) também avaliaram a

competéncia vetorial de populagdes brasileiras de A4 aegypti ¢ A. albopictus para
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isolados de YFV. Em 2008, Diallo et al. pesquisaram a competéncia vetorial de
populacdes de A. aegypti de seis regides, com bioclimas e habitat diferentes no Senegal.
Van den Hurk AF (2009) mostrou a competéncia vetorial de mosquitos australianos por

virus Chikungunya.

A partir dos resultados observados nas figuras 20C e 21C verificamos uma
consideravel variacdo na competéncia vetorial entre as populagdes analisadas. Podemos
sugerir que a CV ¢ primeiramente condicionada pela MIB, devido aos seus maiores
valores em relagdo aos de MEB. No primeiro grupo (figura 20C) a populagdo mais
competente para transmitir o DENV foi a Norte (70%), seguida pela Oeste (30%),
Centro-Sul (25%), Barreiro (25%) e Venda Nova (15%). J4 no segundo grupo (figura
21C) os valores de CV foram muito baixos sendo de 13% para Leste, 10% para
Noroeste, 5% para Nordeste e de apenas 3% para Pampulha, sugerindo que estas
populagdes sdo pouco competentes na transmissio do DENV. Dentre todas as
populagdes analisadas a de maior competéncia para transmitir o DENV-2 foi a Norte

(70%) e a de menor CV foi a Pampulha (3%).

Dentre os fatores ja citados anteriormente, que sdo importantes por
influenciarem na susceptibilidade e/ou resisténcia de uma determinada populacdo de
vetor, vale ressaltar que o entendimento do controle genético da competéncia vetorial de
um mosquito vetor e seu patdégeno requer um estudo particular, pois este complexo €
responsavel pela manutencdo da doenga em uma area geografica. (Beerntsen ef al.;

2000).

Este tipo de estudo também tem sido possivel devido ao desenvolvimento de
marcadores genéticos € a procura por genes que controlam a susceptibilidade do vetor
por patdogenos, como a proteina de 67 kDa, descrita anteriormente como receptor de
dengue por esta relacionada a competéncia vetorial de 4. aegypti para DENV e que hoje
¢ sugerida como um marcador de CV para DENV em populacdes de A. aegypti
(Mercado-Curiel et al. 2008).

Apesar dos avancos obtidos nos ultimos anos acerca deste tema, pesquisas
recentes t€ém demonstrado a existéncia de multiplos e complexos fatores que controlam
a interagdo de patogenos e vetores. Em 2008, Xi et al. demonstraram que a via Toll de
A. aegypti, possui um papel importante na regulagao da resisténcia para DENV e que a
microbiota natural do mosquito também possui influéncia na regulagdo da infeccdo por

dengue através da estimulagao do nivel basal desta via.
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Ainda em 2008, a participagdo do 6xido nitrico (NO) nas respostas as infecgdes
com DENV em A. aegypti foi avaliada e verificou-se que o mesmo possui participacdo

no controle da carga viral destes mosquitos (Ramos-Castafieda J et a/ 2008).

Ja em 2009 Souza-Neto et al. mostraram que o 4. aegypti usa a via JAK-STAT
para controlar a infecgdo com DENV e que esta via faz parte da defesa anti-dengue do
mosquito atuando de modo independente da via Toll e das defesas anti-viral mediada
por RNAi. Além disso, Lambrechts ef al. (2009) demonstraram que a CV do 4. aegypti
para DENV-1 ¢é determinada pela interacdo do genotipo do vetor x gendtipo do virus e
que o potencial para infeccdo do mosquito e para a transmissao do virus depende da

combinagdo especifica de ambos os genotipos.

Outro avango tecnologico, o seqiienciamento de genomas, tem contribuido
muito para os estudos de CV. A recente obtencao da seqiiéncia gendomica do A. aegypti
(Nene V. et al; 2007) tém possibilitado a realizagdo de andlises de genOmica
comparativa entre os genes responsaveis pela competéncia vetorial de populagdes
resistentes e susceptiveis, pois a partir da descri¢do destes genes especificos e dos seus
promotores novas abordagens de combate a doengas transmitidas por vetores poderao

ser encontradas.

Contudo, apesar das intensas pesquisas nas ultimas seis décadas, ainda ndo ha
vacina disponivel para Dengue. Estas investigagdes tém sido complexas, uma vez que a
vacina deve ser tetravalente, ou seja, conferir imunidade aos quatros sorotipos do
DENV simultaneamente (Pugachev KV et al., 2005). Deste modo, até o presente
momento, a Unica a¢do efetiva de controlar a transmissdo da Dengue € o combate ao

mosquito vetor.

Nosso estudo ¢é pioneiro no Brasil e analisamos, comparativamente, a
competéncia vetorial das populagdes de A. aegypti, das nove regionais da cidade de
Belo Horizonte, para DENV-2 de acordo com o estudo realizado por Bennett et al.
(2002) no México.

Portanto, o desenvolvimento de novas metodologias que visam auxiliar o
controle do vetor o ¢ entendimento dos mecanismos da interagdo virus-vetor, sdao de
suma importancia nos dias de hoje. Foi a partir dai que nosso trabalho foi desenvolvido

buscando avaliar comparativamente a competéncia vetorial das populagdes de A.
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aegypti da cidade de Belo Horizonte a fim de apontar regides onde o vetor possui a

maior capacidade de transmitir o DENV.
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7 Conclusoes

A partir dos nossos resultados podemos concluir que:

1-As populagdes de A. aegypti das nove regionais de Belo Horizonte variaram nas suas

competéncias para transmitir o DENV.

2-As taxas de infeccdo do A. aegypti em um sistema de infecgdo artificial mostrou-se

mais eficiente quando utilizadas aliquotas de virus fresco.

3-A técnica de RT-PCR em passo tnico (“One Step”) mostrou-se eficiente para analise
das amostras infectadas com DENV-2 sendo mais pratica e rapida que a técnica de RT-

PCR “semi-nested” desenvolvida por Lanciotti em 1992.

4-A avaliacdo da taxa de transmissdo vertical natural na geragdo F1 das populacdes

estudadas ndo acusou a presenca de DENV.

5-As analises das taxas de MIB, MEB e CV permitiram a identificacdo de populagdes

mais ou menos susceptiveis a infeccdo pelo DENV-2.
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