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Resumo

No Brasil, as epidemias de dengue ainda estao difundidas por todo o pais. Além da falta
de conhecimento de como os surtos da doenca sdo capazes de iniciar e sustentar o seu
ciclo de transmissdo, existem poucos estudos avaliando a habilidade das populagdes
brasileiras de A. aegypti para transmitir o virus. O objetivo do nosso estudo foi
comparar a susceptibilidade de A. aegypti capturados nas nove regionais de Belo
Horizonte, ao DENV-2, nos anos de 2009 e 2011. Para tal finalidade, parametros como
a taxa de infec¢do (IR), competéncia vetorial (CV) e a taxa de infecdo disseminada
(DIR) foram determinadas. Os ovos dos A. aegypti de cada regional foram coletadas
separadamente e colonizados em um insetario. As fémeas adultas foram infectadas
experimentalmente com DENV-2 e o virus foi detectado através da RT-qPCR nas
amostras dos corpos e cabecas dos mosquitos. Os dados foram analisados através do
programa estatistico Social Sciences — versdo 17. A IR variou de 40% a 82,5% em 2009
e de 60% a 100% em 2011. A CV variou de 25% a 77,5% em 2009 e de 25% a 80% em
2011. Ja a DIR oscilou de 68,7% a 100% em 2009 e 38,4% a 86,8% em 2011. Os
resultados foram avaliados por um modelo logistico utilizando IR como co-varidvel. Em
2009, as regionais Norte, Barreiro, Centro-Sul e Venda Nova mostraram uma forte
associacdo. Em 2011, uma forte associa¢do foi observada entre as regionais Centro-Sul,
Venda Nova, Oeste ¢ Nordeste. Utilizando a competéncia vetorial com co-variavel, em
2009, as regionais Centro-Sul ¢ Venda Nova apresentaram associacao mais relevante. Ja
em 2011, as regionais Centro-Sul, Venda Nova e Barreiro apresentaram associagdo
significativa. Quando os dados de DIR foram analisados pelos modelos de regressdo
logistica, Pampulha, Centro-Sul, Venda Nova, Oeste, Nordeste e Leste (2009), bem
como, Centro-Sul, Venda Nova e Oeste (2011) foram as regionais que apresentaram a
associagdo mais forte. Conclui-se que as populacdes de A. aegypti de Belo Horizonte
exibiram ampla variagdo na sua competéncia vetorial para transmitir DENV-2. Por isso,
dados e estratégias de controle do vetor, de cada uma das regionais, precisam estar
disponiveis para os o0rgaos competentes. Analises futuras precisam ser desenvolvidas
para um melhor entendimento das razdes pelas quais ocorre esta grande variabilidade na
CV e como estes parametros se correlacionam com os achados epidemiolédgicos dos

anos seguintes.
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Abstract

In Brazil, dengue epidemics are still diffusing throughout the country and it is
unclear if outbreaks may initiate a sustainable transmission cycle. There are few studies
evaluating the ability of Brazilian Aedes aegypti populations to transmit the virus. The
aim of this study was to compare the DENV susceptibility of field-captured Ae. aegypti
populations from nine distinct geographic areas of the city of Belo Horizonte in 2009
and 2011. Parameters as Infection Rate (IR), Vector Competence (VC) and
Disseminated Infection rate (DIR) were determined. Aedes aegypti eggs from each
region were separately collected and hatched in an insectary. Adult females were
experimentally infected with DENV-2 and the virus was detected by qPCR in body and
head samples. Data were analyzed with the Statistical Package for the Social Sciences
version 17. IR varied from 40% to 82.5% in 2009 and 60% to 100% in 2011. VC ranged
from 25% to 77.5% in 2009 and 25% to 80% in 2011. DIR oscillated from 68.7% to
100% in 2009 and 38.4% to 86.8 in 2011. The results were evaluated by a logistic
model using IR as covariate. In 2009, North, Barreiro, Central South and Venda Nova
showed the strongest association. In 2011, the same was observed for Central South,
Venda Nova, West and Northeast regions. Using VC as covariate, in 2009, Central
South and Venda Nova showed the most relevant association. In 2011, Central South,
Venda Nova and Barreiro presented the most revelation association. When DIR data
were analyzed by logistic regression models, Pampulha, Central South, Venda Nova,
West, Northeast and East (2009) as well as Central South, Venda Nova and West (2011)
were the districts showing the strongest association.We conclude that A. aegypti
populations from Belo Horizonte exhibit wide variation in vector competence to
transmit dengue. Because of it, vector control strategies should match the available data
for each region. Further analysis should be conducted to better understand the reasons
for this large variability of vector competence and how these parameters correlate with

epidemiological findings in the following years.
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1 Introducao

1.1 Historico

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 D.C.). A doenga foi chamada de “veneno da agua” pelos chineses, pois
suspeitavam que ela estivesse relacionada com insetos associados a agua. (Howe GM,
1977 e Gubler DJ, 1998). Mais tarde, ao final do século XVIII, 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 o mosquito vetor ja apresentavam uma distribui¢do mundial na regido

dos tropicos ha mais de duzentos anos (Henchal EA e Putnak JR, 1990).

Nas Américas, o DENV circulou desde o século XIX até as primeiras décadas
do século XX. Na década de 50 ocorreu um siléncio epidemiologico, registrando-se nos
anos 60 a reintroducdo dos sorotipos 2 e 3, associada a 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 (Ministério da Satde, 2009).

J4 nas décadas seguintes de 80 e 90 os casos da febre hemorragica do dengue
(FHD) se intensificaram, ocorrendo uma expansao territorial do vetor e do virus (Gubler

DJ, 1998; Gubler DJ e Clark GG, 1995). A distribui¢do da doenga, neste periodo, pode

ser observada na figura 1.
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Antes de 1960 | |
Apés 1960 [

Figura 1: Emergéncia da febre do dengue e da febre hemorragica do dengue apos a década de 60 (WHO, 2009).

O evento epidemioldgico mais relevante na histéria da 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 essa epidemia que foi precedida por outra,
causada pelo DENV-1, em 1977. No ano de 1982, Cuba implantou um programa de
erradicagdo do Aedes 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 (Brasil, 2009).
1.2 A Doenca
1.2.1 Relevancia

O termo Dengue ¢ hoje utilizado para descrever a etiologia da doenga e derivou
de uma epidemia que ocorreu nas Indias Ocidentais Espanholas em 1927 e 1928 a partir
da expressdo swahili "ki dengu pepo". Essa expressdao descrevia ataques causados por
maus espiritos e, inicialmente, foi usada para descrever a enfermidade. Atualmente, a

dengue se tornou um dos principais problemas de saude publica no mundo ¢ uma das
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mais importantes arboviroses que atinge o homem (Holmes EC et al., 1998 ¢ Teixeira

MG, 2005).

Segundo a Organizagdo Mundial de Satde (OMS) estima-se que 2,5 bilhdes de
pessoas vivam em areas de risco de contrair dengue no mundo e que anualmente 50-100
milhdes de pessoas se infectam, com cerca de 500 mil casos de FHD com 21 mil 6bitos,

principalmente de criangas (WHO, 2013).

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

distribui¢ao mundial da dengue e do seu vetor, A. aegypti, no mundo em 2013.

Figura 2: Distribuicio mundial da dengue e do vetor A. aegypti no mundo em 2013. Area em
azul no mapa: area com risco continuo de transmissdo de dengue pela presenca do vetor. Pontos em
vermelho: locais onde ha casos da doenca (Fonte: http://www.healthmap.org/dengue/pt).

A dengue estd associada ao grande crescimento urbano e possui grande impacto
econdmico, social e politico. A urbaniza¢do nio organizada e o aumento das viagens
internacionais para o transporte de pessoas e para a importagdo e exportacdo de
produtos aumentam a chance da introducdo do DENV e isso pode ocorrer através da
disseminag¢do de ovos e migragdo de paciente infectado de uma area endémica para
areas com alta incidéncia do vetor. Esses fatores explicam a persisténcia da dengue no

século XX e XXI (Kyle JL e 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 desde
1916 ¢ em Niterdi (Rio de Janeiro) 1923, todavia sem confirmagdo laboratorial. A
doenga 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
reinfestagcdo 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, comprovada no Brasil, ocorreu no periodo de
1981 a 1982, na cidade de Boa Vista (Roraima) com cerca de 11 mil casos da doenga.
Foram isolados dois sorotipos do virus, DENV-1 e o DENV-4. Esses sorotipos estavam
circulando em diversos paises do Caribe e no norte da América do Sul e possivelmente,
sua introducdo se deu por via terrestre pela fronteira com a Venezuela (Teixeira MG,

1999 e Ministério da Saude, 2008).

A propagacao viral para o resto do pais ndo se deu a partir desse episoédio pelo
fato de o mesmo ter sido rapidamente controlado e porque o A. aegypti ainda ndo estava
distribuido extensivamente pelo territorio brasileiro. O virus da dengue so reapareceu no
Brasil cinco anos depois na cidade de Nova Iguagu (Rio de Janeiro), com a identificagdo
do sorotipo DENV-1. Conseguintemente, a virose se disseminou para cidades vizinhas,
Niter6i, Rio de Janeiro e para o restante do pais se tornando um problema nacional de
saude publica (Schatzmayr HG e Nogueira RMR, 1986). 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 e Nogueira RMR, 1986).

Quatro anos mais tarde, em 1990, ocorreu a introdugdo do DENV-2, também no
estado do Rio de Janeiro e a subsequente propagagdo para as outras regides do pais
(Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Ceard, Brasilia, Roraima, Acre, Parana,
Amapa, Santa Catarina e Rio Grande do Sul). Ocorreram muitos casos grave da doenca
e foi registrado o primeiro caso fatal devido as infec¢des secundérias (Nogueira RMR et

al., 1999).
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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 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. et al; 2007 e Ministério da Saude, 2008).

Atualmente no Brasil encontra-se confirmada a circulagdo dos quatros sorotipos
do Dengue virus: DENV-1, DENV-2, DENV-3 ¢ o DENV-4 que foi detectado no pais
em 2010, apds 28 anos sem ser detectado (Tempordo JG, 2011 e Nunes MR et. al,
2012). Segundo a Secretaria de Vigilancia em Satde - Ministério da Satude, a dengue
em 2013, encontrava-se com o seguinte cenario: o estado do Ceara registrou 24,6 mil
doentes com 55 mortes por dengue. No Para foram notificados 16.868 casos de dengue
em todo o estado. Mato Grosso registrou 42.694 notificagdes da doenca, com 33 dbitos
confirmados por dengue. O Rio Grande do Norte teve 97 dos seus 167 municipios com
alta incidéncia da dengue. Varias cidades de Minas Gerais, como Ituiutaba e Uberaba,

registraram alto indice de infestacao da dengue (SVS-MS, 2013).
1.2.3 Situacio atual da Dengue em Minas Gerais

Segundo a Secretaria de Estado da Saude de Minas Gerais (SES-MG), em 2013,
foram confirmados mais de 193.450 casos de dengue no estado, com o registro de 89
obitos. Em 2011 também foi identificada a reintrodu¢do do sorotipo DENV-4 no estado,
esse sorotipo ndo circulava por aqui ha quase 30 anos; dessa forma a maior parte da

populagdo com menos de 30 anos esta susceptivel a infecgdo por este sorotipo (SES-

MG, 2013).

Comparado com o ano de 2012, quando foram registrados 22.105 casos da
doencga, o nimero de infectados ¢ quase nove vezes maior. A SES usa dois argumentos
para justificar o avanco da dengue: o primeiro diz respeito a introducdo do virus tipo 4
causador da doenca no estado e o segundo fator se deve a troca de gestdo politica em
aproximadamente 83% das prefeituras, levando a desmobilizagdo do controle

epidemiologico (SES-MG, 2013).
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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
conscientizacdo das pessoas sobre o combate a 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, no qual realiza o mapeamento rapido dos indices de
infestagdo por A. aegypti em todo o municipio. Vale ressaltar a importancia desse
procedimento, pois possibilita a identificacdo dos criadouros predominantes e a situagao
de infestagdo do municipio, bem como, permite o direcionamento das acdes de controle

para as areas mais criticas (SES-MG, 2009).

1.2.4 Dengue e seu controle em Belo Horizonte

O municipio de Belo Horizonte, localizado na regido centro-sul de Minas
Gerais, com uma populacdo 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, 2013).

Na cidade, o combate a dengue ¢ coordenado pela Secretaria Municipal de
Satde (SMS) e conta com a estrutura central de nove distritos sanitarios (regionais
Norte, Centro-Sul, Pampulha, Barreiro, Venda Nova, Oeste, Noroeste, Leste e
Nordeste) e 139 unidades basicas de saude. Tais unidades tém suas areas de abrangéncia
constituidas por setores censitarios contiguos, considerando as barreiras geograficas, a

malha vidria e a populagdo residente (Almeida MCM et al., 2008).

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, de

acordo com a Prefeitura Municipal de Belo Horizonte (2013):

e A regional Barreiro ¢ separada da regional Oeste pelo anel rodovidrio e faz limite
com os municipios de Contagem, Ibirit¢, Brumadinho e Nova Lima. Coexistindo
com as intensas atividades industriais e comerciais da regido, ainda existem diversas

areas verdes e nascentes. Na por¢do sul/sudeste dessa regional ha uma area nao
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urbanizada, onde se encontram areas de preservagdo, como o parque Estadual da
Serra do Rola Moca. J4 na por¢do norte ha atuacdo de mineradoras e ocupagao

imobilidria pouco ordenada (Gomes I, 2005).

A regional Centro-Sul ¢é caracterizada como o centro metropolitano, onde se
concentram as fungdes politicas, sociais, culturais e econdmicas da cidade. Sao

caracteristicas dessa regional a verticalidade e o alto padrao de ocupacao

A regional Oeste situa-se na bacia do ribeirdo Arrudas, sendo a maior parte do seu
territorio interceptado por afluentes, entre os quais destacam os corregos Biqueiras e
Marinho, que foram canalizados para constru¢do 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.

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

bairros com condi¢des mais precarias.

A regional Pampulha possui a bacia da Lagoa da Pampulha que é abastecida por
oito afluentes. A area total desta bacia ¢ de 97 km” e em Belo Horizonte esta 4rea é
de 42 km®. A populagio residente nesta regiio encontra-se estratificada em diversos

niveis socioecondmicos, variando desde o padrao muito baixo até muito alto.

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

040.

A regional Nordeste ¢ caracterizada por grandes diferengas de poder aquisitivo,
apresentando situacdes socioecondmicas e de crescimento urbano bastante
diferenciadas. A parte sul da regido, muito proxima ao centro, ¢ uma zona de intensa

atividade econdmica, ja as areas de ocupagao recente estdo em fase de crescimento.
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1.2.5 Manifestac¢oes Clinicas

A infeccdo por DENV pode causar uma doenga que inclui desde formas
assintomaticas até quadros graves de hemorragia e choque, podendo levar a morte
(WHO, 1997). A figura 3 ilustra, através de uma piramide, a organizacao das formas da

doenga segundo o grau de gravidade.

O periodo de incubacgdo varia de trés a 14 dias, com uma média de quatro a sete
dias. Em areas onde a dengue ¢ endémica, os sintomas apresentam-se muitas vezes
clinicamente inespecifico, especialmente em criangas, nas quais encontram-se apenas
sinais de alguma sindrome viral. Alguns fatores sdo importantes na progressao de um
caso de dengue cléassico para dengue hemorragica, tais como: a cepa € 0s genotipos
virais, assim como, a imunidade, idade e fatores genéticos do hospedeiro (Gubler DJ,

1998).

FD

FD
Sem notificagao

Infecgdes
assintomaticas

Figura 3 : Piramide representando as doencas causadas pelas infecgdes de
dengue e organizada segundo o grau de gravidade. SCD: Sindrome do Choque da
Dengue, FHD: Febre Hemorragica da Dengue, FD: Febre da Dengue (Kyle, JL
200K)
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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 saide das populagdes humanas. Isso pode ser bem
evidenciado na for¢a da re-emergéncia das infec¢des causadas pelos DENV, pois as
agressdes dos quatro sorotipos as populagdes humanas vém crescendo em magnitude e

extensao geografica, desde meados do século XX (Halstead SB, 1997).

As primeiras evidéncias do ciclo de transmissdo do DENV e foram publicadas
por Bancroft em 1906, que levantou a hipdtese de o A. aegypti ser o vetor da doenga,
que logo depois foi confirmada por Agramonte e outros pesquisadores. A partir deste
conhecimento, foi possivel estabelecer os elos epidemioldgicos envolvidos na

transmissdo resumidos na cadeia abaixo (revisdo em Teixeira MG, 1999).

Mosquito infectado — homem susceptivel — homem infectado — mosquito

infectado

Apobs uma pessoa ser picada por um mosquito infectado, o virus passa por um
periodo de incubagdo de quatro a sete dias no qual os sinais e sintomas da fase aguda da
doenca sdo apresentados. Esse periodo ¢ a fase de viremia, onde o virus circula no
sangue periférico. Se outros mosquitos (ndo infectados) se alimentarem no hospedeiro
infectado durante essa fase podem tornar-se infectados e, subsequentemente podem
transmitir o virus a outras pessoas susceptiveis apdés um periodo de incubagdo
extrinseco (PIE) que dura de oito a 14 dias (revisao em Gubler DJ, 1998). A figura 4

mostra o desenho esquematico do ciclo do virus da dengue.
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Mosquito infectad
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Humano susceptivel

Humano infectado
Mosquito infectado/

Figura 4: Ciclo de Transmissdo do Dengue virus (Adaptado de: Whitehead SS, 2007).

1.4 Controle e Prevencao

Atualmente ndo existem vacinas contra a dengue, apesar do grande avango nas
pesquisas com vacinas que vem sendo realizadas por varios grupos de pesquisas, como
as desenvolvidas pela Fundagdao Oswaldo Cruz e pela farmacéutica francesa Sanofi-
Aventis que ja estdo em fase de estudos clinicos (Brasil, 2014). Sendo assim, os
principais métodos para a preven¢do da doenca ainda dependem do controle do
mosquito vetor, principalmente no peridomicilio das residéncias onde a maioria das
transmissdes ocorre. Esses incluem: a reducdo dos locais de reprodug¢do do mosquito,
melhoria no manejo dos residuos solidos, organizacdo do ambiente urbano, maiores
investimentos e efetividade nos programas de educacdo da rede publica (Malavige GN,

2004).

O controle envolve governo e sociedade no combate do A. 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 populacdo. A tecnologia hoje disponivel abrange medidas de controle fisico,

29



quimico e bioldgico. Andlises laboratoriais também sdo indispensaveis para a
prevengao, pois o diagnostico correto e o tratamento imediato possuem um papel crucial
na prevencdo do sofrimento e morte causados pela dengue (Donalisio MR e Glasser

CM, 2002; Rigau-Pérez JG, 1998).

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 ¢
facilitada pelo desenho em forma de lira presente no dorso, que pode ser observado a
olho nu, como observado na figura 5. Escamas brancas, alternando-se com escamas
escuras, sdo encontradas na regido posterior da cabe¢a e nos segmentos abdominais.

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

Figura 5: Aedes aegypti (University of Florida, 1999).
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O A. aegypti ¢ 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 IMM
et al., 1999). Foi introduzido no Brasil durante o periodo colonial, provavelmente na
época do trafico de escravos. Atualmente esta distribuido por quase todo o mundo, com

ocorréncia nas regides tropicais e subtropicais (Consoli RAGB, 1994).

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 areas 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

direcdo ao comportamento sinantropico (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 dessecagdo, podendo sobreviver varios meses até

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

O A. albopictus, originario da Asia, ¢ o outro vetor do dengue no Sudeste
Asiatico e existente no Brasil desde 1986, onde foi identificado pela primeira vez no
Rio de Janeiro (Forattini OP, 1986, Paupy C et al., 2009). Este mosquito também
conhecido como “tigre asiatico” pode ser encontrado na regido da Asia temperada e
tropical, Europa, Norte ¢ Sul da América, Africa e em alguns locais do Pacifico e
Oceano Indico. O A. albopictus é um mosquito de cor negra, com uma faixa estreita,
longitudinal, mediana, branco-prateada, abdomen com faixas basais brancas e pernas

marcadas de branco e preto, como mostra a figura 6 (Eiras AE, 2005).

Em algumas partes da Asia, América do Sul e no Oeste da Africa, o A.
albopictus ¢ considerado um importante vetor porque se utiliza tanto de criadouros

naturais quanto de criadouros artificiais. Ibanez-Bernal et al. (1997), registraram, pela
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primeira vez nas Américas, a infecgdo natural do A. albopictus pelo virus da dengue em

espécimes coletadas durante um surto que ocorreu na cidade de Reynosa no México.

o SN

Figura 6: 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 (quatro estdgios larvarios), pupa e

adulto (Consoli RAGB, 1994). O desenho esquematico mostrando as fases de

desenvolvimentos do A. aegypti esta ilustrado na figura 7.
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Figura 7: Desenho esquematico mostrando os estagios de desenvolvimento do A.

aegypti (www.prefeitura.unicamp.br/prefeitura/CA/DENGUE/AEDES?2.gif).

O A. aegypti ¢ um mosquito predominantemente doméstico. A oviposigdo ocorre
durante o dia e se faz nas paredes dos criadouros pouco acima da superficie da agua. Os
ovos s30 menores que | mm de comprimento, inicialmente brancos, mas apds duas
horas tornam-se quase negros devido ao processo de oxidagdo. Os embrides no interior
dos ovos necessitam de um a trés dias de alta umidade para atingirem seu
desenvolvimento. Se durante esse periodo for assegurado um perfeito desenvolvimento,
0s ovos se tornam resistentes a dessecagdo e podem sobreviver por varios meses até um

ano (revisdo 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 sequencialmente de 1 mm para 7 mm de
comprimento. A passagem de um estagio larval para o préximo ¢ feita pelo processo de
muda durante o qual ocorre o desprendimento do exoesqueleto. A larva passa a maior
parte do seu tempo se alimentando. O desenvolvimento larval se completa entre cinco e
10 dias, desde que ocorram condi¢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, proboscide e patas. Assim que o ciclo gonadotrofico (amadurecimento dos
ovos) ¢ completado, a fémea esta 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

(revis@o em Gadelha DP, 1985).
1.6 Agente etiologico
1.6.1 Género Flavivirus

A palavra flavus ¢ derivada do latim e significa amarelo predizendo a coloragdo
amarelada dos individuos acometidos pelo virus da febre amarela (Theiler M e Smith
HH, 1937). O DENV pertence a familia Flaviviridae que ¢ constituida por patogenos

virais responsaveis por causar doengas graves e morte em animais € humanos. A familia
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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 desse género possuem aproximadamente 500 A de didmetro e seu
material gendmico ¢ composto de uma fita simples de RNA de polaridade positiva,
empacotado por um nucleocapsideo proteico e uma bicamada lipidica derivada da célula
hospedeira, coberta por mais de 180 copias de duas glicoproteinas virais (Lindenbach
BD e Rice CM, 2003). O genoma dos Flavivirus possui aproximadamente 11 Kb 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), além de sete proteinas
nao estruturais (NS) que sdo essenciais para a replicacdo viral — NS1, NS2a, NS2b,
NS3, NS4a, NS4b e NS5 (Mackenzie JS, 2004). A figura 8 ilustra a particula viral com

suas proteinas estruturais e seu genoma.

Proteina do Capsideo

RNA de fita positiva

Figura 8: 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 a membrana; ¢ E a proteina do
envelope) (www.dailycal.org/printable.phpid=7167).
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1.6.2 Dengue virus

Os DENV sdo sorologicamente relacionados, mas antigenicamente distintos.
Sdo particulas esféricas de 40 a 50 nm de didmetro com um envelope lipidico que
envolve o nucleocapsideo isométrico medindo em torno de 30 nm de didmetro. A borda
do envelope possui finas projegdes em sua superficie, constituidas pelas proteinas
estruturais da membrana do envoltério. O nucleocapsideo viral inclui a proteina do

capsideo e o genoma RNA (Torres EM, 2005).

Os agentes etiologicos da febre amarela e do dengue foram os primeiros a
receberem a denominacdo de virus, em 1902 e 1907, respectivamente, descritos como
agentes filtraveis submicroscopicos. O isolamento do DENV s6 ocorreu na década de
40, por Kimura, em 1943 e¢ Hotta, em 1944, denominando essa cepa de Mochizuki.
Sabin e Schlesinger, em 1945, isolaram a cepa Havai, quando o primeiro, nesse mesmo
ano, ao identificar outro virus em Nova Guiné, 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 de 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 & membrana e a proteina E do envelope. A
proteina C ¢ o primeiro polipeptideo viral a ser sintetizado. A formagdo da proteina M
se da a partir de um precursor (proteina pr-M) parece ser crucial na morfogénese do
virus. A funcdo dessa proteina ndo estd clara, mas tem por efeito um aumento da
infectividade viral e uma reorganizacao da estrutura da superficie do virus que permite a
fusdo a célula (Després P, 1993). A glicoproteina E estd associada a fungdes bioldgicas
tais como a interacdes com receptores, a hemaglutinacao dos eritrocitos, a inducdo de
anticorpos neutralizantes na resposta imunolédgica, a fusdo dos virus com a membrana
endossomica e o acoplamento viral (Chang GJ, 1997). A estrutura do virus dengue

maduro pode ser observada na figura 9.
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Figura 9: Esquema do Dengue virus maduro (Mackenzie JS, 2004).

Existem as outras proteinas nao estruturais — NS1, NS2 e NS5 — e outras quatro
menores — NS2A, 2B, NS4A e 4B — cujas funcdes ainda ndo estdo totalmente

identificadas (Torres EM, 2005). A figura 10 ilustra a estrutura e a expressao do genoma

dos Flavivirus.
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Figura 10: 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 multiplicativo

A multiplicagdo do DENV pode ser verificada precocemente trés horas apos a
infeccdo, 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. Apos a formag¢ao do endossoma
ocorre a acidificagdo do meio nesse compartimento € mudangas na conformagdo do
virion. Assim a particula viral perde o revestimento do nucleocapsideo e o material
genético ¢ liberado dentro do citoplasma. A replicagdo do genoma ocorre dentro de
compartimentos 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 liumen do RE. As particulas virais imaturas e
ndo infecciosas sao transportadas através do complexo de Golgi (CG). A proteina pr-M
destas particulas sdo clivadas por protease do hospedeiro resultando na proteina M,
essas entdo tornam-se maduras e infecciosas. Os virions maduros sdo subsequentemente
liberados por exocitose, como demonstrado na figura 11 (Mukhopadhyay S et al.,

2005).
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Figura 11: Ciclo de multiplicagdo dos Flavivirus (Adaptado de Mukhopadhyay,
2005).
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1.6.4 Infeccao 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 incubagdo extrinseco (PIE). Apos
ingestao de sangue contaminado com o DENV, 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 células epiteliais intestinais para poderem entdo,
deixar o intestino. Uma vez que o virus consegue deixar o intestino, ele passa para a
hemocele podendo infectar 6rgaos secundarios como os ovarios € o corpo gorduroso.
Por fim, € necessario estabelecer a infeccao na glandula salivar para que esse mosquito
seja considerado apto a transmitir o virus e particulas virais precisam ser eliminadas
juntamente com a saliva durante o repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado
(Hardy JL et al., 1980; Woodring JL et al., 1996; Black IV WC et al., 2002). As etapas
necessarias para a infecgdo por Flavivirus e transmissdo pelo vetor estdo ilustradas na

figura 12.

Figura 12: Etapas necessarias para a infecgdo por Flavivirus e transmisséo pelo vetor. As letras indicam os
locais de desenvolvimento viral e as setas indicam o caminho percorrido pelo virus dentro do inseto. Apds
a ingestdo de sangue infectado (A) os virus entram nas células epiteliais do intestino médio (D), se replicam
e deixam essas células alcangando a hemolinfa (E) e posteriormente, podem infectar e se replicar em outros
orgdos do inseto como, por exemplo, as glandulas salivares (H), onde, durante um novo repasto sangiiineo,
podem infectar um hospedeiro susceptivel. Nesse desenho as seguintes letras indicam: (B) intestino médio,
(C) matriz peritrofica e (F) os tibulos de Malpighi (modificado de Beerntsen et al. 2000).

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

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

JL etal., 1996).
1.7 Transmissao transovariana

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

sua progénie e € muito comum ocorrer para alguns arbovirus (Woodring et al., 1996).

Existem duas rotas de infeccdo transovariana, ou seja, no momento da
oviposi¢ao 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 estagio adulto (Woodring et al., 1996).
Acredita-se que esse tipo de transmissdo do DENV seja um fendmeno etiologico crucial
e responsavel pela persisténcia do virus durante periodos inter-epidémicos da doenga,
principalmente porque os ovos do A. aegypti permanecem vidveis 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 nao s6 entre as diferentes espécies como também entre diferentes

populacdes 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, multiplica-o e o transmite. A
capacidade vetorial implica, além da CV, o efeito modificador que os fatores ambientais
exercem sobre a competéncia do vetor, tais como a frequéncia de contatos homem-

mosquito em funcdo da abundancia de mosquitos e seu tropismo. Segundo Forattini,
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1992, capacidade vetorial é a propriedade de transmitir o patégeno ao homem em
condi¢gdes naturais e depende da combinacdo de parametros relativos a competéncia
vetorial, a densidade, antropofilia, taxa de picada, taxa de sobrevivéncia didria e o

periodo de incubagdo extrinseco (PIE) do virus no vetor.

A definicdo mais aceita para competéncia vetorial ¢ a habilidade intrinseca do
vetor para infeccdo, multiplicagdo e transmissdo do virus (Bennett K, 2002). Ela esta
associada com o numero de barreiras anatomicas que determinam a eficiéncia da
infecgdo no vetor e inclui a susceptibilidade a infecgdo, isto é, o desenvolvimento do
patogeno, duragdo do periodo de incubagdo extrinseco e eficiéncia da transmissdo do
patégeno (Beerntsen BT, 2000). Tais barreiras incluem: a barreira de infec¢do 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 13.

Barreira do IM
1. Estabelecimento da infecgéio
2. Replicaciio nas células epiteliais

Barreira de Escape do IM
Burrelru da Gldndula Sullvar 3. Persagemn alravés do IM
5. Invasfo e infecgfio da gldndula salivar 4. Replicagio et outros tecidos
2. Liberacio na saliva

Figura 13: Barreiras naturais a infec¢do pelo Dengue virus. IM = intestino médio (Adaptado de: Jobling, 1987).

Essas barreiras podem ou nao funcionar para proteger o vetor do
desenvolvimento do patdgeno em seu interior. A variabilidade genética de uma espécie
ou linhagem de uma tnica espécie de mosquito vetor € o que determina o sucesso da

relagdo mosquito-patdgeno especifico (Beerntsen BT, 2000).
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Em vetores potenciais com uma MIB, os virus ndo podem infectar e/ou
multiplicar 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 infecgdo pelo virus (Bennett K, 2002).

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

epidemiologia da doenca (Bennett K, 2002).
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2 Justificativa

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

anualmente, com cerca de 20 mil dbitos.

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 interagdo 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 territério brasileiro. No Brasil ha relatos
oficiais da circulagdo dos quatro sorotipos do DENV, fato que, somado a alta densidade

vetorial, favorece o surgimento de casos graves da doenga.

Portanto, torna-se necessario obter avangos nas pesquisas referentes ao processo
da interag¢do vetor-patdgeno, 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

Estudar a competéncia vetorial das nove populagdes de Aedes aegypti da cidade de Belo

Horizonte, Minas Gerais, ao Dengue virus 2, nos anos de 2009 ¢ 2011.

3.2 Objetivos especificos

Determinar a taxa de transmissdo natural do DENV na geracdo F1 das

populagdes de A. aegypti da cidade de Belo Horizonte.

Avaliar, experimentalmente, o indice de infeccdo das cabecas e corpos das

populagdes de A. aegypti da cidade de Belo Horizonte.

Analisar comparativamente as taxa de infeccdo do intestino (IR), a taxa de
dissemina¢do do intestino (DR) e competéncia vetorial das populagdes de A. aegypti da
cidade de Belo Horizonte, ap6s alimentacdo infectante com DENV-2, em dois anos de

estudo.
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4 Métodos
4.1-Competéncia Vetorial

4.1.1 Area de estudo e manutencio das populacdes de mosquitos

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

1.300 mm anuais (IBGE, 2013).

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 dos anos de 2009 e 2011.

Os ovos dessas populacdes foram coletados e cedidos pela Secretaria Municipal
de Saude de Minas Gerais. As armadilhas para oviposi¢ao (APO) foram distribuidas em
pontos pré-determinados, pela Secretaria Municipal de Satde, em cada uma das
regionais, com o objetivo de cobrir toda a 4rea geografica das mesmas, como mostra a
figura 14. Esses ovos chegaram ao Laboratério de Entomologia Médica (LEM) em
palhetas e separados por regionais. Em seguida, as colonias foram estabelecidas e

mantidas até a primeira geragdo (F1).
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Figura 14: Mapa da cidade de Belo Horizonte ilustrando a localizagdo das armadilhas para
oviposi¢do (APOs) distribuidas em pontos pré-determinados, em cada uma das regionais estudadas

(Fonte: GECOZ/GVSI/SMSABH).

Os mosquitos foram mantidos no insetdrio do Laboratério de Entomologia
Meédica (LEM) — Centro de Pesquisas René Rachou (CPqRR) / FIOCRUZ, Minas
Gerais, a temperatura média de 28°C e umidade relativa do ar a 80%. A alimentagdo
desses mosquitos até o momento da infeccao foi feita através de solucao acucarada a

10%.
4.1.2 Células e virus
4.1.2.1 Células C6/36

Células C6/36, proveniente de linhagem continua de larvas de A. albopictus,

foram gentilmente cedidas pelo Dr. Claudio Anténio Bonjardim (ICB/UFMG). Essas
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células foram cultivadas em meio Leibowitz-15 (L-15) da marca Gibco, contendo
20pg/ml de estreptomicina, Spug/ml de 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 (tampao fosfato salina). Utilizou-se tripsina para
desprendé-las da garrafa. Apds soltas e homogeneizadas acrescentou-se sobre as células

repicadas um novo meio L15.

4.1.2.2 Virus

A amostra da 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. Essa 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.

4.1.3 Multiplicacao viral

Para a multiplicacdo viral uma garrafa de cultura (25 cm?) contendo as células
C6/36 com 80 a 90% de confluéncia foi inoculada com 500 pL do DENV-2. Durante
uma hora, em intervalos de 10 minutos, o0 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 L15 com SFB a 10% e suplementado com
antibidticos sendo, por fim, incubada a 25°C. A infeccdo foi observada através da
formagdo de sincicios e do efeito citopatico caracteristicos da infec¢do viral na cultura

de células.
4.1.4 Titulacio viral

O titulo viral foi calculado pelo método TCIDs, (Reed e Muench, 1938). Para a

realizacdo desse procedimento células C6/36 foram cultivadas em placas de 96 pogos
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com meio L15 suplementado com antibioticos e SFB a 1%, sendo implantadas 2,5 x 10°

células/poco.

Uma cadeia de dilui¢des (10 a 107) seriadas contendo o virus foi inoculada, no
dia seguinte a preparacdo descrita acima, sobre as fileiras da placa contendo as células
C6/36. Como controle foram utilizados duas colunas com células nao infectadas. Apos
incubacdo por duas horas, completou-se o volume de cada pogo com 100puL de meio

L15 contendo SFB a 10% e suplementado com antibioticos.

Em seguida, as placas foram incubadas a 27°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 célculos
propostos por Reed LJ e Muench H, 1938. A figura 15 demonstra o desenho

esquematico da placa de titulacdo e de como foram feitas as diluigdes.
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Figura 15: Desenho esquematico da placa de titulagao. Legenda: PBS (azul), controle

(CO) ndo infectado (laranja) e dilui¢cdes seriadas de virus (rosa).

4.1.5 Infeccao dos mosquitos

Amostras individuais de 200 fémeas (geragao F1) de A. aegypti representativas
de cada uma das localidades de estudo, com idade de trés a cinco dias foram utilizadas

nos experimentos de infeccdo. As fémeas foram separadas em gaiolas identificadas ¢ a
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solugdo de acucar foi suspensa 24 horas antes da alimentagcdo 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
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).

A média dos titulos dos virus utilizados nos repastos infectantes foi de 2,67 x

10%¢ 3,16 x 10° TCIDso/mL para os experimentos do ano 2009 e 2011, respectivamente.

O sangue contendo o DENYV foi depositado dentro do alimentador e foi mantido
aquecido com d4gua circulante vinda do banho-maria a 40°C. As fémeas foram
alimentadas durante o periodo médio de duas horas. Ao fim do processo de alimentagao,
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 e executadas dentro do infectorio de alta

seguran¢a do LEM.
4.1.6 Disseccao dos mosquitos

Um total de 40 fémeas, de cada uma das regionais, foi dissecado no 14° dia apds

o repasto infectante, momento correspondente ao final do PIE do virus.

A disseccao 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.
Essas amostras foram estocadas individualmente em tubos de 1,5 mL e armazenadas a

-70°C até o momento do uso.
4.1.7 Extracido de RNA

A cabega e o corpo dos mosquitos foram macerados em tubos conicos de 1,5mL,

com auxilio de um pistilo plastico, em 200ul de PBS 1X. Apo6s centrifugagao, 160ul do
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sobrenadante foram processados para extragdo do RNA viral através do QlAamp Viral
RNA mini Kit (Qiagen) de acordo com as instru¢des do fabricante. Em seguida as

amostras foram armazenadas a -70°C.
4.1.8 Transcri¢iao Reversa - PCR em Tempo Real

As reagdes de RT-PCR em Tempo Real foram conduzidas no aparelho ABI
Prism 7500 Fast Real Time PCR da Applied Biosystems e como sistema de detecgdo foi
utilizado o SYBR Green (Power SYBR® Green RNA-to-Ct 1-step — Applied
Biosystems), um reagente que emite fluorescéncia ao se ligar inespecificamente a

qualquer dupla fita de DNA.

Foram utilizados nos ensaios oligonucleotideos comuns para os quatro sorotipos
de DENV descritos por Leparc-Goffart, 2009, oligo senso:
AGGACYAGAGGTTAGAGGAGA e anti-senso: CGYTCTGTGCCTGGAWTGAT.
Todos os experimentos foram compostos de duplicatas de padrdo, amostras, controle
positivo e negativo. A curva gerada pelo padrao consiste em seis pontos variando entre

5 , . ..
3 x 107 a 3 copias virais.

Os resultados foram analisados a partir da comparagdo com a curva padrao onde
as amostras positivas estavam inseridas dentro dos intervalos dos pontos pré-

estabelecidos, bem como, o ciclo threshold (Ct) e a curva de melting.

4.1.9 Analise da transmissao vertical natural

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

estudadas, sem passarem pelo processo do repasto infectante.

A partir desses pools foram feitas as analises moleculares através das extragoes

do RNA e a RT-PCR em tempo real como descrito acima.
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4.1.10 Avaliacdo da taxa de infeccio, competéncia vetorial e Taxa de
infeccao disseminada.

A taxa de infecgdo (IR) foi calculada como a propor¢do (percentagem) de todos
os mosquitos infectados experimentalmente (n = 40), em que foi detectada DENV
(corpo inteiro). Ja a competéncia vetorial (CV) foi calculada como a propor¢do de todos
os mosquitos infectados experimentalmente (n = 40) para os quais foi detectada a
presenca de DENV na cabega/glandulas salivares. A analise da competéncia vetorial foi
realizada de acordo com Bennett et al. (2002). Conceitualmente, a taxa de infec¢do
disseminada (DIR) ¢ a propor¢ao de mosquitos infectados com DENV (VC) dividido
pela propor¢ao dos mosquitos infectados com o virus (IR) no corpo (DIR = VC / IR).

4.1.11 Analise estatistica

Os dados foram analisados usando o programa SPSS, versdao 17 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, EUA). As diferengas de IR, CV e DIR entre as populagdes de vetores
foram avaliadas por meio dos testes qui-quadrado ou Fisher bicaudal. A comparagdo
desses parametros entre os dois anos de estudo foi realizada utilizando o teste t de
Student bicaudal (teste de Kolmogorov-Smirnov foi para avaliar a normalidade dos

dados). Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

A associacdo de cada co-variavel com IR, VC e DIR (varidveis dependentes) foi
testada na analise univariada. Todas as varidveis com valor de p < 0,25 foram incluidas
no modelo completo de regressdo logistica. Odds ratio (OR) e intervalo de confianca de
95% (IC), foram usados como uma estimativa do risco. O teste de Hosmer-Lemeshow
goodness-of-fit foi utilizado para avaliar o ajuste dos modelos (Hosmer DW e

Lemeshow,2000).
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5 Resultados

5.1 Determinacao da taxa de transmissao vertical natural do DENV nas

populacdes estudadas.

Para a verificagdo do indice de transmissdo vertical natural do DENV, na
geracdo F1 de todas as populacdes estudadas foi realizada a analise molecular através da

técnica da RT-PCR em tempo real, como descrita nos métodos.

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

presenca de DENV.

5.2 Caracterizaciao das taxas de infec¢ao do intestino (IR), taxa de infeccao
disseminada (DIR) e competéncia vetorial (CV) da cidade de Belo Horizonte, nos

anos de 2009 e 2011.

As analises foram feitas em todas as nove regionais de Belo Horizonte (Norte,
Venda Nova, Pampulha, Leste, Centro-Sul, Nordeste, Noroeste, Oeste e Barreiro)
durantes os anos de 2009 e 2011, as quais revelaram diferencas nas caracteristicas

relacionadas a infec¢do experimental com DENV-2 nas populagdes de A. aegypti.

De acordo com a figura 16, as taxas de infec¢do (IR) variaram de 40% a 82,5%
(média: 60,6 = 84) em 2009 ¢ 60% a 100% (média: 78,1 £ 6,1) em 2011. A
competéncia vetorial (CV), infec¢do nas cabegas e glandulas salivares, variou de 25% a
77,5% (média: 54,7+£7,6) em 2009 e de 25% a 80% (média: 50,8+8,2) em 2011. As
taxas de infeccdo disseminada (DIR) oscilaram de 68,7% a 100% (média: 91,1+3,3) em
2009 e de 38,4% a 86,8% (média: 62,4+6,1) em 2011. Apesar destas diferengas entre

anos, foram apenas estatisticamente significantes para DIR (p=0,008).
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Figura 16 - Avaliagdo das taxas de infecgdo (IR), da taxa de disseminac¢do (DIR) e da competéncia
vetorial (CV) das populagoes de A. aegypti da cidade de Belo Horizonte, MG, infectadas com DENV-2,
nos anos de 2009 e 2011.

5.3 Analise comparativa da taxa de infeccio, taxa de infeccio disseminada e
da competéncia vetorial entre as populacoes de mosquitos das nove regionais de

Belo Horizonte, nos anos de 2009 e 2011.

5.3.1 Taxa de infec¢@o do intestino médio - IR - (propor¢do de corpos infectados com

DENYV pelo numero total de mosquitos analisados)

Em 2009, a taxa mais alta de infec¢ao (82,5%) foi detectada em populagdes de
A. aegypti de quatro regionais: Norte, Barreiro, Centro-Sul ¢ Venda Nova, sendo a
menor taxa de infec¢do encontrada na regional Pampulha (25%). Analises estatisticas
revelaram que essas taxas foram significantemente maiores (p < 10°) na regional Norte,
Barreiro, Centro-Sul, Venda Nova e Oeste comparadas com as observadas na Pampulha,

Nordeste, Leste e Noroeste, como demonstrado na figura 17.

Em 2011, a maior taxa de infec¢do ocorreu em Venda Nova (100%), seguida
pela regionais Centro-Sul (97,5%), Oeste e Nordeste ambas com 95%. As regionais

Norte e Barreiro apresentaram IR’s semelhantes de 65% e a menor IR foi apresentada
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pela populacdo da regional Noroeste (55%). A avaliagdo comparativa dos dados das
taxas de infeccdo mostraram que eles foram significantemente maiores (p < 0,003) nas
regionais Centro-Sul, Venda Nova, Oeste e Nordeste quando comparados com as
regionais Norte, Barreiro, Pampulha, Leste e Noroeste. De acordo com a figura 17,

nenhuma outra diferenca significativa foi observada.

5.3.2-Competéncia Vetorial - CV - (propor¢do de DENV nas cabegas pelo total

de mosquitos analisados).

Em 2009, as populagdes de A. aegypti da regional Centro-Sul apresentaram o
maior valor de competéncia vetorial calculado (77,5%), sendo o menor valor
determinada na populacdo da Pampulha (25%). Comparativamente, de acordo com a
figura 17, as analises de todas as regionais mostraram taxas de competéncia vetorial
significantemente maiores (p < 10~) nas regionais Norte, Barreiro, Centro-Sul, Venda
Nova e Oeste quando comparados com as regionais Pampulha, Noroeste, Leste e

Nordeste.

Em 2011, a mais alta taxa de competéncia vetorial foi verificada para a
populacdo da regional Oeste (82,5%), seguida pelas populagdes de Venda Nova e
Centro-Sul (80%). A menor taxa foi encontrada na populagdo da regional Barreiro
(25%). Comparativamente, a maior taxa significativa de CV (p < 107) foi encontrada
nas regionais Centro-Sul, Venda Nova e Oeste quando comparadas as das regionais
Norte, Barreiro, Pampulha, Leste e Noroeste. Além disto, a taxa de CV na regional
Nordeste foi significantemente maior (p < 0,009) que na Pampulha, Barreiro, Leste e

Noroeste. Segundo a figura 17, nenhuma outra diferenca estatistica foi observada.

5.3.3-Taxa de infec¢dao disseminada do intestino médio — DIR - (propor¢ao de
cabecas infectadas com DENV pelo numero de mosquitos com os corpos infectados

com DENV).

Em 2009, a taxa de infec¢ao disseminada foi semelhante entre as populagdes das
regionais, variando de 84,7% a 100%, exceto para a regional Noroeste, a qual
apresentou significativamente a menor DIR (68,7%) (p=0,003). As populagdes de

mosquitos das regionais Norte, Pampulha, Centro-Sul, Venda Nova, Oeste, Nordeste e
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Leste apresentaram de forma significativa as maiores DIR’s quando comparadas as

regionais Barreiro e Noroeste (p < 0,009).

Entretanto este perfil ndo foi observado em 2011, onde as DIR’s variaram de
39,2% (Leste) a 86,8% (Oeste). De acordo com a figura 17, os mosquitos das regionais
Norte, Pampulha, Centro-Sul, Venda Nova, Oeste ¢ Nordeste apresentaram DIR

significantemente mais altas que Barreiro e Leste (p < 0,009).
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Figura 17 - Mapa esquematico da cidade de Belo Horizonte mostrando graficos comparativos de

IR, DIR e da competéncia vetorial das populagdes de A. aegypti nos anos de 2009 e 2011.
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5.4 Analises estatisticas da taxa de infeccao, taxa de infeccdo disseminada e
competéncia vetorial das populagcdoes de A. aegypti das nove regionais de Belo

Horizonte, nos anos de 2009 e 2011.

Os resultados foram avaliados utilizando um modelo logistico tendo as IR como
co-variaveis. Em 2009, as regionais Norte, Barreiro, Centro Sul ¢ Venda Nova
apresentaram uma forte associagdo. Em 2011, o mesmo foi observado para as regionais
Centro-Sul, Venda Nova, Oeste ¢ Nordeste. Entretanto, considerando a CV como co-
variavel, os resultados demonstraram uma associagao mais relevante para as regionais
Centro-Sul ¢ Venda Nova no anos de 2009. Ja em 2011, Centro-Sul, Venda Nova ¢
Oeste foram as uUnicas regionais que mostraram uma associacdo mais consistente. As
analises dos dados de DIR utilizando os modelos de regressao logistica indicaram que
as regionais Pampulha, Centro-Sul, Venda Nova, Oeste, Nordeste e Leste, no ano de
2009, bem como, Centro-Sul, Venda Nova e Oeste em 2011 foram as regionais que
apresentaram maior associa¢do. O teste de Hosmer-Lemeshow teve uma bom ajuste

para todos os modelos. Estas andlises podem ser observadas na quadro 1.
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QUADRO I: DETALHES DAS TAXAS DE IR, CV E DIR DAS NOVE
REGIONAIS DE BELO HORIZONTE

Competéncia Taxa de infec¢ido
Regionais Taxas de infec¢cao Vetorial disseminada (DIR)
(IR) (CV)

2009 2011 2009 2011 2009 2011

Norte 33/40 | 26/40 | 29/40 | 14/40 | 29/33 14/16
(82,5%) | (65%) | (72,5%) | (35%) | (87.8%) | (53.8%)

Barreiro 33/40 | 26/40 | 28/40 | 10/40 | 28/33 10/26
(82,5%) | (65%) | (70%) | (25%) | (84,8%) | (38,4%)

Pampulha | 10/40 | 24/40 | 10/40 | 17/40 | 10/10 17/24
(25%) | (60%) | (25%) | (42,5%) | (100%) | (70,8%)

Centro-Sul | 33/40 | 39/40 | 31/40 | 32/40 | 31/33 | 32/39
(82,5%) | (97,5%) | (77.5%) | (80%) | (93.9%) | (82%)

Venda Nova | 33/40 | 40/40 | 30/40- | 32/40 | 30/33 | 32/40
(82,5%) | (100%) | (75%) | (80%) | (90,9%) | (80%)

Oeste 31/40 | 38/40 | 29/40 | 33/40 | 29/31 33/38
(77.5%) | (95%) | (72.5%) | (82.5%) | (93.5%) | (86,8%)

Nordeste 13/40 | 38/40 | 13/40 | 23/40 | 13/13 | 23/38
(32,5%) | (95%) | (32,5%) | (57,5%) | (100%) | (60,5%)

Leste 16/40 | 2840 | 16/40 | 11/40 | 16/16 | 11/28
40%) | (70%) | (40%) | (27,5%) | (100%) | (39,2%)

Noroeste 16/40 | 22/40 | 11/40 | 11/40 | 11/16 11/22
40%) | (55%) | (27.5%) | (27,5%) | (68,7%) | (50%)
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6 Discussao

O A. aegypti tem sido objeto de inimeros estudos devido a sua grande
importincia na saude publica e por apresentar ampla variagdo 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.

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 transmissao 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, ¢ responsavel pela
persisténcia do virus durante os periodos inter-epidémicos da doenca (Arunachalam N,

2008; Angel B e Joshi, 2008).

Estudos da verificagdo das taxas de transmissao vertical natural do DENV em
populagdes de A. aegypti do sul da India sugerem que é frequente a detecgdo de DENV
em mosquitos € em larvas coletados no campo (Thenmozhi, 2000). Entretanto, apesar
da ocorréncia de casos esporadicos de dengue durante todo o ano em Belo Horizonte, a
analise das taxas de transmissdo vertical natural dos mosquitos de cada uma das

regionais ndo acusou a presenca de DENV em nenhuma populagao.

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, é bem provavel que os mosquitos parentais pudessem apresentar uma baixa taxa
de infecgdo 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 colonizagdo e da analise da transmissdo vertical natural
dos mosquitos, partiu-se para o estudo da competéncia vetorial das populagdes de A.

aegypti da cidade de Belo Horizonte.

Apesar das particularidades de cada regional, a excecdo 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,
consequentemente, resultar num isolamento populacional que pudesse derivar em

significativas diferencas fenotipicas.

A presenga ¢ a densidade dos vetores intensifica a necessidade de agdes de
controle. No entanto, um importante fato precisa ser considerado: as populacdes de
mosquitos variam na sua permissividade para o desenvolvimento do flavivirus (Black
IV WC et al., 2002; Serveson DW et al., 2004 e Gorrochotegui-Escalante N et al.,
2005) . Este fendmeno ¢ conhecido como competéncia vetorial, o qual est4 relacionado
a barreiras anatomicas. Estas podem ser determinadas por fatores genotipicos e ou
fenotipicos, além de outras particularidades que envolvem interagcdes complexas entre
fatores bioldgicos intrinsecos e extrinsecos dos virus e do vetor, bem como fatores

ambientais (Black IV et al., 2002 ¢ Bennett et al. 2002).

Os resultados desse trabalho, em geral, mostraram que a taxa de infec¢ao nos
corpos dos mosquitos analisados foram mais alta e que uma propor¢do significante de
individuos ndo desenvolveu a infeccdo com DENV nas cabecas até o fim do periodo de
incubacgdo extrinseco do virus no vetor. Consequentemente, os mosquitos com infecg¢do
apenas nos corpos nao estdo atuando como vetores, nao sendo capazes de transmitir o
DENV através da alimentacdo sanguinea para os seus hospedeiros. Este fato variou
entre as populagdes de A. aegypti das regionais, bem como, entre os anos de estudo em

Belo Horizonte.

Em 2011, as infecgdes de corpo dos mosquitos da maioria das regionais foram
mais altas que no ano de 2009, exceto para Norte e Barreiro. Entretanto, esta observacao
ndo refletiu em altas taxas de infec¢do nas cabegas e na competéncia vetorial nas

mesmas regionais em 2011 quanto comparadas as taxas de 2009. Este fato sugere que a
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maioria das populagdes de 2011 foi capaz de se infectar com o DENV mais facilmente
que as populagdes de 2009, mas suas barreiras intrinsecas foram mais eficientes para
impedir a migragdo do virus para a cabega e glandulas salivares. Observou-se que as
regionais Centro-Sul, Venda Nova e Oeste apresentaram as maiores taxas de infecgdes

nos corpos e nas cabegas nos dois anos de estudo.

Em 2009, a maioria das regionais, exceto a Noroeste, apresentaram altas taxas
de infec¢do disseminada, acima de 80%. Percebe-se que, uma vez os mosquitos destas
regionais apresentaram infec¢des de corpos, o virus foi capaz de atingir as cabeg¢as com
altas taxas de infec¢do, permitindo que estas populacdes agissem como efetivos vetores
para o DENV. No entanto, o mesmo fendmeno nao foi observado no ano de 2011, onde
somente as populagdes das regionais Centro-Sul, Venda Nova e Oeste mostraram altas
taxas de infec¢do disseminada semelhantes as das populagdes de 2009. Provavelmente,
as populagdes de A. aegypti de 2011 expressaram barreiras intrinsecas do intestino
médio mais efetivas, impedindo a migragdo do virus para a glandula salivar. Estes
resultados também indicam que fenotipos bioldgicos das populagdes de mosquitos, os
quais estdo relacionados com a interagdo virus/mosquitos, podem variar
significantemente de anos em ano ou estagdo para estagdo. Esta diversidade pode ser
explicada pelas flutuagdes populacionais e o fluxo de genes entre as populagdes de
vetores. Vale destacar que, as taxas de infec¢do disseminada, especialmente em 2009,
foram mais altas, independente da regional dos quais as populagdes de mosquitos foram

adquiridas.

Outro fator que ¢ importante ser considerado na dinamica da transmissdo do
DENV na natureza ¢ a manuten¢do vertical do virus nas populacdes de vetores
(transmissdo transovariana) (Higgs S e Beaty BJ, 2004; Buckner EA, 2013).
Considerando as altas taxas de infeccao do intestino, mas as baixas taxas de infeccao
disseminada nas populagdes de A. aegypti de Belo Horizonte em 2011, ¢ provavel que o
potencial de transmissdo transovariana para a manutengdo do DENV nas populagdes de
mosquitos foi maior nos A. aegypti estudados em 2011 que em 2009. Em contrapartida,
os mosquitos de 2009 parecem ter uma maior capacidade para transmitir o DENV
através do repasto sanguineo do que pela transmissdo vertical. Relacionando este evento
ao numero de casos de dengue nestes dois anos de estudo: 23.332 casos em 2009 e

apenas 8.529 casos em 2011, esta informagao ajuda a suportar esta hipotese.
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Além disto, baseado nos dados das ultimas duas décadas, a endemicidade da
dengue em Belo Horizonte, mostrou que o niimero de casos teve picos em cerca de trés
anos, diminuindo novamente por periodos variaveis mostrando a natureza dos ciclos
epidémico e inter-epidémico da doenca (Prefeitura de Belo Horizonte, 2014). E possivel
que em Belo Horizonte, a ndo permanéncia da dengue em humanos esteja relacionada a
transmissdo transovariana do virus dentro das populagdes de A. aegypti, ou seja, o vetor
atuando como um reservatorio do DENV. Chaves et al. (2014), mostrou que o DENV
pode ser passado pela transmissdo transovariana através de no minimo seis geragdes de
A. aegypti de uma localidade de Belo Horizonte. Mais estudos sdo necessarios para
melhor entendimento do papel da transmissdo transovariana e a manuten¢do do DENV
na natureza. Este fato levanta a questdo do vetor atuar como reservatdrio de DENV

durante periodos inter-epidémicos.

Cada uma das nove regionais avaliadas neste estudo possuem caracteristicas
geograficas particulares, no entanto nenhuma destas caracteristicas impede ou limita a
dispersdo dos A. aegypti o que resultaria num isolamento geografico destas populagdes.
Almeida et al. avaliou em 2007 a associagdo entre varidveis socioecondmicas,
demograficas, infraestrutura urbana e areas de risco classificadas de acordo com a
ocorréncia de dengue e a persisténcia da transmissdo em Belo Horizonte. Observou-se
neste estudo o local de incidéncia de 99.469 casos de dengue que foram identificados
durante sete ondas epidémicas na cidade e classificadas de acordo com sua
vulnerabilidade para a transmissdo da doenga e caracterizada quanto as suas varidveis
socio-demograficas indicando assim a heterogeneidade do espaco urbano de Belo

Horizonte.

Como ja descrito na literatura, a competéncia vetorial ¢ restrita ao processo de
interagdo vetor-patogeno, ¢ controlada por fatores genéticos e estd associada com o
numero de barreiras anatdmicas que determinam a eficiéncia da infec¢do no vetor
(Beerntsen et al. 2000). Outros estudos também mostraram que o A. aegypti possui uma
variagdo continua em sua competéncia para transmitir o flavivirus (Black IV WC et al.,
2002; Bennett KE et al., 2002; Serveson DW et al., 2004; Gorrochotegui-Escalante N et
al., 2005). O primeiro estudo que avaliou a competéncia vetorial de populacdes de A.

aegypti para o DENV foi realizado por Bennett et al. (2002). Neste estudo, os autores
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analisaram a variacdo da competéncia vetorial de 24 populagdes de A. aegypti do
México e Estados Unidos para o DENV-2 e demonstraram que estas populagdes
possuiam variacdes significantes em suas habilidades para transmitir o DENV.
Resultados semelhantes foram observados neste estudo, exceto em uma pequena area.
Nos observamos variagdes consideraveis na competéncia do A. aegypti dentro e entre as

populagdes analisadas em colegdes de uma pequena area espacial e temporal.

Diferengas na susceptibilidade do A. aegypti para transmitir DENV como foram
avaliadas nas nove populacdes de Belo Horizonte, durante 2009 e 2011, pode esta
relacionadas a dispersao das populagdes do inseto e/ou um possivel acasalamento entre
individuos das diferentes regides. Estes resultados indicam a importincia de um estudo
de genética de populagdes para determinar a relacdo genética entre estas populagdes,
bem como, uma investigagao do polimorfismo genético que pode estar relacionado com

a competéncia vetorial.

Nosso estudo apresentou resultados significantes, entretanto pesquisas
adicionais serdo necessdrias para conduzir um melhor entendimento quanto a
variabilidade na competéncia vetorial. Por exemplo, a correlagdo dos dados das taxas de
infeccdo, taxas de infec¢ao disseminada e competéncia vetorial com a epidemiologia da

doenca resultaria em descobertas de medidas de controle do vetor mais eficientes.

Contudo, apesar das intensas pesquisas nas ultimas seis décadas, ainda nao ha
vacina disponivel para dengue. Estas investigacdes 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 acdo efetiva de controlar a transmissdo da dengue ¢ o combate ao

mosquito vetor.

Nosso estudo ¢ 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, em dois anos de estudo, de acordo com Bennett et al.

(2002) no México.

62



Portanto, o desenvolvimento de novas metodologias que visam auxiliar o
controle do vetor o e entendimento dos mecanismos da interacao virus-vetor-homem,
sdo 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. aegypti da cidade de Belo Horizonte a fim de apontar regides onde o
vetor possui a maior capacidade de transmitir o DENV, bem como, conhecer a dindmica
deste vetor dentro do municipio. Estes dados aumentam a importancia de medidas de
controle do vetor em conformidade com a competéncia vetorial encontrada em cada

regional.
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7 Conclusoes

A partir dos nossos resultados podemos concluir que:

1-A avaliagdo da taxa de transmissdo vertical natural na geracdo F1 das

populacdes estudadas ndo acusou a presenga de DENV.

2-As populagdes de A. aegypti de Belo Horizonte exibiram uma ampla varia¢ao

na competéncia do vetor para transmitir o DENV.

3-Estes dados aumentam a importdncia do desenvolvimento de medidas de

controle de acordo com a competéncia vetorial encontrada em cada regional.

4-Nosso estudo foi pioneiro no Brasil e analisamos, comparativamente, a
competéncia vetorial das populacdes de A. aegypti, das nove regionais da cidade de
Belo Horizonte, para DENV-2, em dois anos de estudo, de acordo com Bennett et al.

(2002).
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8 Anexo

8.1 Artigo
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