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RESUMO

MACHADO, Sergio Lishboa. Diversidade e estrutura de comunidades de mosquitos
(Diptera:Culicidae) e deteccéo de arbovirus circulantes em remanescentes de Mata
Atlantica, estado do Rio de Janeiro, Brasil. 2024. 151p Dissertacdo (Doutorado em
Biologia Animal, Biodiversidade Animal). Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

A Mata Atlantica é um bioma altamente biodiverso que vem sendo afetado por agdes antropicas,
como o desmatamento, as quais contribuem para o desequilibrio ecologico, afetando as
comunidades de culicideos. Nesse estudo, realizado entre 2018 e 2023, analisamos as variaveis
abidticas bem como a abundéancia, diversidade, dominancia e equabilidade dos Culicidae e,
simultaneamente detectamos a circulacdo de arbovirus em diferentes &reas da Mata Atlantica nos
municipios de Casimiro de Abreu (Fazenda Trés Montes), Silva Jardim (Sitio Terra Boa),
Municipio de Nova lguacu (Sitio Boa Esperanca) e Cachoeiras de Macacu (Reserva Ecolégica do
Rio Guapiagu), estado do Rio de Janeiro. Foram usadas diversas armadilhas, ovitrampas para a
coleta dos ovos de mosquitos, concha entomoldgica, sugadores plasticos e pipeta de polietileno para
a coleta das larvas e pupas, e armadilhas luminosas do tipo Shannon, CDC, e Técnica de Atracédo
por Humano Protegido (TAHP) e capturadores de Castro para a coleta dos espécimes adultos. A
pesquisa de arbovirus foi realizada através da extracdo de RNA viral. Destacamos que na Fazenda
Trés Montes, em Casimiro de Abreu, Haemagogus leucocelaenus foi o taxon dominante. A estagdo
do verdo foi a mais favoravel a abundancia das espécies Hg. leucocelaenus, Aedes albopictus e
Aedes terrens. Na Fazenda Trés Irmdos, no Municipio de Silva Jardim, identificamos que as
espécies Hg. leucocelaenus e Ae. terrens demonstraram uma correlacdo positiva significativa com
as variaveis abioticas de temperatura e umidade relativa do ar. Haemagogus leucocelaenus e Hg.
janthinomys apresentaram predominéancia de fémeas, enquanto o género Aedes teve nimero de
machos superior ou comparavel ao de fémeas. No Sitio Terra Boa, no municipio de Silva Jardim
identificamos que a fitotelma bromélia apresentou a maior diversidade de insetos enquanto na folha
caida foi amenor. O habitat larval em internodo de bambu apresentou a maior diversidade enquanto
que as folhas caidas apresentaram a maior equabilidade. As espécies Hg. leucocelaenus e Hg.
janthinomys demonstraram uma correlacdo positiva e estatisticamente significativa com os niveis
pluviométricos. A espécie mais abundante foi Hg. leucocelaenus, nas alturas de 2 m e 6 m em
relacdo ao solo. Em Cachoeira de Macacu, na Reserva Ecoldgica do Rio Guapiacu (REGUA)
identificamos que as armadilhas com os resultados de coleta mais similares foram a TAHP e a
Shannon enquanto que a CDC foi a mais divergente. Constatamos que a espécie com maior
dominancia foi a Coquillettidia fasciolata que esta associada a areas degradadas e presenca
antropica. Na trilha verde da REGUA, encontramos a presenca das espécies Hg. leucocelaenus,
Ae. argyrothorax e Sa. chloropterus que sdo de importancia médica. No estudo de deteccdo dos
arbovirus, foram encontrados 6 pools positivos para os virus da febre amarela e zika. Concluimos
que Hg. leucocelaenus foi a espécie com maior dominancia na maioria das areas estudadas.
Evidenciamos que os fatores abioticos como maior temperatura, umidade relativa do ar e indice de
precipitacdo sdo fatores de contribuem para a multiplicacéo dos culicideos e, sendo um fator a ser
observado quando se trata do controle e prevencdo a dispersao de patdgenos.

Palavras-Chave: Culicidae, Mata Atlantica, CDC, TAHP, Shannon, vetores, arbovirus, PCR,

sequenciamento.



ABSTRACT

MACHADO, Sergio Lisboa. Diversity and structure of mosquito communities (Diptera:
Culicidae) and detection of circulating arboviruses in remnants of Atlantic Forest, Rio de
Janeiro state, Brazil. 2024. 151p Dissertation (Doctorate in Animal Biology, Animal
Biodiversity). Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

The Atlantic Forest is a highly biodiverse biome that has been affected by anthropogenic
actions, such as deforestation, which contribute to ecological imbalance, affecting the
communities of Culicidae. In this study, carried out between 2018 and 2023, we analyzed the
abiotic variables as well as the abundance, diversity, dominance and evenness of Culicidae and,
simultaneously, we detected the circulation of arboviruses in different areas of the Atlantic
Forest in the municipalities of Casimiro de Abreu (Fazenda Trés Montes), Silva Jardim (Sitio
Terra Boa), Nova Iguacu (Sitio Boa Esperanca) and Cachoeiras de Macacu (Reserva Ecoldgica
do Rio Guapiagu), state of Rio de Janeiro. Several traps were used, including ovitramps for
collecting mosquito eggs, entomological shells, plastic suckers and polyethylene pipettes for
collecting larvae and pupae, and Shannon, CDC, and Protected Human Attraction Technique
(TAHP) light traps, as well as Castro traps for collecting adult specimens. Arbovirus research
was performed by extracting viral RNA. It is worth noting that on the Trés Montes farm in
Casimiro de Abreu, Haemagogus leucocelaenus was the dominant taxon. The summer season
was the most favorable for the abundance of the species Hg. leucocelaenus, Aedes albopictus
and Aedes terrens. On the Trés Irmaos farm in the municipality of Silva Jardim, we identified
that the species Hg. leucocelaenus and Ae. terrens demonstrated a significant positive
correlation with the abiotic variables of temperature and relative humidity. Haemagogus
leucocelaenus and Hg. janthinomys showed a predominance of females, while the Aedes genus
had a higher or comparable number of males than females. At Sitio Terra Boa, in the
municipality of Silva Jardim, we identified that the bromeliad phytotelma presented the greatest
diversity of insects, while the fallen leaves had the lowest. The bamboo larval habitat presented
the greatest diversity, while the fallen leaves showed the greatest equitability. The species Hg.
leucocelaenus and Hg. janthinomys demonstrated a positive and statistically significant
correlation with rainfall levels. The most abundant species was Hg. leucocelaenus, at heights
of 2 m and 6 m above the ground. In Cachoeira de Macacu, at Reserva Ecoldgica do Rio
Guapiacu (REGUA), we identified that the traps with the most similar collection results were
the TAHP and Shannon, while the CDC was the most divergent. We found that the species with
the greatest dominance was Coquillettidia fasciolata, which is associated with degraded areas
and anthropic presence. On the green trail, at REGUA, we found the presence of the species
Hg. leucocelaenus, Ae. argyrothorax and Sabethes chloropterus, which are of medical
importance. In the arbovirus detection study, 6 positive pools were found for yellow fever and
zika viruses. In conclusion Hg. leucocelaenus was the species with the greatest dominance in
most of the areas studied. We showed that abiotic factors such as higher temperature, relative
humidity and precipitation index are factors that contribute to the multiplication of culicids and
are a factor to be observed when it comes to controlling and preventing the spread of pathogens.

Keywords: Culicidae, Atlantic Forest, CDC, TAHP, Shannon, vectors, arboviruses, PCR,
sequencing.
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1. INTRODUCAO

As florestas tropicais representam riquezas imensuraveis, oferecendo servigcos
ecossistémicos importantes, fornecendo beneficios inestimaveis & geracdo presente quanto
futuras. A preservacao desses ecossistemas é fundamental para evitar a extingcdo de espécies e
mitigar riscos biologicos significativos para a biodiversidade global, como é o caso da Mata
Atlantica, que se extende desde o norte do Brasil até o Paraguai e a Argentina, especificamente
na provincia de Missiones (CARNAVAL et al.,, 2009) e a Caatinga, biomas de grande
relevancia e singularidade. Apesar de sua fragmentacdo, a Mata Atlantica, que ¢ um bioma
exclusivo do Brasil, ainda oferece um vasto potencial para o desenvolvimento sustentavel. No
entanto, esses ecossistemas estdo enfrentando impactos severos e requerem urgentemente a
implementacdo de andlises aprofundadas e a formulagdo de politicas publicas inovadoras e
continuas, visando a sua conservacdo e ao bem-estar das populacfes que neles habitam e
dependem diretamente de seus recursos (XIMENES et al., 2022).

Paralelamente locais que sdo definidos como hotspot, ou seja, locais que apresentam
grande biodiversidade que foram perturbados por a¢Bes antropicas, contém tanto a maior parte
da diversidade quanto os maiores hiatos no conhecimento da sua fauna (JORNAL DA USP NO
AR, 2022, LAMARRE et al., 2012). O Brasil, apresenta uma mega biodiversidade, no entanto,
enfrenta uma alarmante destruicdo de habitats, com espécies sendo extintas antes que possam
ser descobertas ou descritas pela ciéncia, tornando urgente a necessidade de ampliacdo dos
inventarios faunisticos, incluindo levantamentos da entomofauna.

Os seres vivos, sejam animais ou vegetais, desempenham um papel crucial como aliados
do ser humano na funcédo de indicadores ambientais, sinalizando alteragdes ou contaminacdes
gue ocorrem no ambiente. Essa capacidade permite identificar quando o ecossistema esta em
risco devido a presenca de substancias toxicas no solo, na &gua ou na atmosfera (PARRON et
al., 2015). Tais bioindicadores incluem uma ampla gama de organismos, como animais, insetos,
vegetais, liquens, fungos, bactérias e virus (OLIVEIRA et al., 2014). Essa estratégia representa
uma abordagem valiosa para 0 monitoramento ambiental, merecendo maior atencdo e
exploragéo.

O processo de urbanizacéo esta intimamente associado ao crescimento da populacéo e de
aglomeracdes urbanas, fazendo parte da transformacéo da sociedade brasileira. Entretanto, este
processo acarreta problemas habitacionais, ambientais e de salde, principalmente para
populacbes de baixa renda. Estas alteragdes ambientais além das climaticas podem ter como
consequéncia a modificacdo do comportamento de insetos vetores e subsequentemente o

mecanismo de transmissao de agentes infecciosos, tendendo a formacdo de novos ciclos de



transmissdo de patdgenos no peri e intradomicilio (MEDEIROS-SOUSA et al. 2015,
MONTAGNER et al., 2018, MOREIRA-SOTO et al., 2018). O entendimento da relacédo entre
0 homem e 0 ambiente torna-se cada vez mais importante, levando-se em conta que alteragdes
climaticas acarretam mudancas na distribuicdo epidemioldgica de doencas, como a dengue, por
exemplo, principalmente em areas indenes, assim como o aumento desta enfermidade em &reas
onde é endémica (ROMANELLLI et al., 2015). O estudo da bioecologia da fauna culicidiana
pode ser utilizado para avaliar o grau de alteragdes ocorridas em determinada regido. Algumas
espécies podem atuar como bioindicadores dessas modificacdes, seja pelo aumento em sua
densidade ou até sua auséncia (FORATTINI & MASSAD 1998).

A familia Culicidae é uma das mais importantes sob ponto de vista epidemioldgico na
transmissdo de agentes etioldgicos, contendo 3.727 espécies agregadas em duas subfamilias,
Anophelinae e Culicinae (HARBACH, 2024). A regido neotropical é a maior detentora de
endemicidade, apresentando 27% das espécies conhecidas (WARD, 1982).

Na primeira subfamilia encontramos os anofelinos, mosquitos responsaveis pela
transmissdo de patdgenos causadores da malaria (HARBACH & KITCHING, 1998). A
subfamilia Anophelinae retine trés géneros: Anopheles (Meigen, 1818), cosmopolita; Chagasia
(Cruz, 1906), restrito a regido neotropical e Bironella (Theobald, 1905), existente apenas na
regido australiana (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994). J& na subfamilia Culicinae sdo
incriminados vetores de patdgenos causadores de doencas como a filariose bancroftiana,
dengue, febre amarela, assim como mais de 150 arboviroses, abrangendo cerca de 3.000
espécies (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994), distribuidas em 11 tribos, constituidas por 38
géneros, dentro dos quais 34, ja foram relacionados vomo vetores de patogenos HARBACH &
KITCHING (1998).

O conhecimento da distribuicdo e abundancia de culicideos em éreas florestais,
remanescentes da tipica Mata Atlantica primaria brasileira, é de grande importancia para
implementacdo de analises eco-epidemioldgicas sobre a entomofauna de vetores. Assim sendo,
0 estudo de comportamento de mosquitos em areas de ambiente natural pode esclarecer habitos
ainda desconhecidos desses vetores e devem ser acompanhados de avaliacGes periddicas
rigorosas de investigacdes através do uso da sistematica e bioecologia. O bioma de Mata
Atlantica apresenta elevada diversidade tanto da flora, quanto da fauna de vertebrados e
invertebrados, o que possibilita a multiplicidade de op¢6es de nichos para o desenvolvimento
dos culicideos. Em suma, os culicideos dentro da tematica da entomologia médica, certamente
sdo 0s que tém atraido atencéo da saude publica, pelo fato de estarem envolvidos na transmissao

de multiplas infeccBes ao homem e aos animais (FORATTINI, 2002).



As espécies de mosquitos se criam em uma grande diversidade de habitats larvais 0s quais
podem apresentar significativa variedade de dimensdes e volumes de agua (LOZOVEI, 2001).
Alguns taxons podem apresentar ampla valéncia ecoldgica e grande amplitude de nichos aos
locais utilizados na sua procriacdo e sdo capazes de ocorrer em diferentes tipos de habitats
larvais. Por exemplo, alguns taxons que utilizam buracos de arvores como habitats larvais como
as espécies da tribo Sabethini (Blanchard, 1905), com excec¢éo de Limatus durhamii (Theobald,
1901), que tem sido encontrado em criadouros artificiais, indicam que o ambiente silvestre ndo
sofreu alteracdo antropica acentuada. Em contrapartida, a presenca de espécimes da tribo
Mansoniini (Belkin, 1962) e principalmente Aedini (Neveu-Lemaire, 1902) podem indicar
ambientes com alto grau de antropizagio (DORVILLE, 1996, FORATTINI, 2002).

O estudo da ecobiologia de mosquitos em remanescentes da Mata Atlantica é essencial
para identificar espécies que se relacionam com as modificacbes ambientais, além disso, é
factivel identificar os riscos e eventuais impactos econdmicos destas espécies em cada etapa de
degradacdo ou recuperacdo do meio ambiente. O risco de transmissdo de patdgenos para
humanos por vetores pode ser significativamente afetado pela diversidade de comunidades
(KEESING et al., 2006). Uma maior variedade de hospedeiros ou vetores pode ser benéfica por
meio do efeito de dilui¢do, que diminui a taxa de encontros entre vetores e hospedeiros
suscetiveis, além de regular as populacbes de vetores.

Considerando a relevancia do estudo da diversidade de mosquitos em fragmentos de Mata
Atlantica, tanto em ambientes influenciados por processos antrépicos quanto em segmentos de
crescimento secundario, € importante avaliar possiveis alteracdes no comportamento, padroes
de distribuicdo e atividades de popula¢es de mosquitos, incluindo espécies antes consideradas
exclusivamente silvestres. As mudancas ambientais estdo atingindo desfavoravelmente os
ambientes naturais com perda acelerada de biodiversidade (OLIVEIRA et al., 2014, MAIERO
et al. 2015, PECL et al.,, 2017). Como exemplo, apesar do estudo ter sido realizado na
Alemanha, ha poucos anos Walther et al. (2016), relatam que o Aedes albopictus ja vem sendo
encontrado na Europa desde 1979, demonstrando sua adaptacdo em regides do noroeste da
Alemanha em um levantamento feito em 2014 e 2015 nas mesmas &reas estudadas
anteriormente (WALTHER, SCHEUCH, KAMPEN, 2016), apontando a possibilidade do
espalhamento de patdgenos transmitidas por estes vetores. Quando estudamos a América do
Sul, Figueiredo (2019) cita que animais silvestres podem ser infectados e o espalhamento de
patogenos ser facilitado por Haemagogous, pois ja existem evidéncias do ciclo silvestre da

dengue.



Nesse contexto, 0s mosquitos vetores de patdgenos tém demonstrado plasticidade
comportamental em novos cenarios epidemiologicos. Diante de impactos ambientais
intensificados pelo homem, algumas espécies passam a frequentar areas habitadas pela
populacdo humana, tornando-se aptas a transmitir patdgenos para humanos e outros mamiferos

domeésticos.

1.1 Familia Culicidae

Os mosquitos estdo inseridos no Filo Arthropoda, Classe Insecta, Ordem Diptera,
subordem Nematocera, Familia Culicidae. Na sua forma adulta, os dipteros se caracterizam
pela presenca de apenas um par de asas para voo e um segundo par de tamanho reduzido e em
forma de halteres que confere estabilidade ao voo, sdo também caracterizados pelas escamas
nas veias alares (FORATTINI, 2002). Os representantes popularmente mais conhecidos séo 0s
denominados pernilongos e as murigocas.

Os culicideos apresentam o comprimento entre 3 e 6 mm, sdo delgados, possuem 3 pares
de pernas alongadas e finas e a presenca de escamas mais ou menos abundantes pelo corpo. O
abdémen é longo e delgado com 8 segmentos, em sua extremidade estdo localizados os orificios
anal e genital, onde a genitalia masculina é saliente. A cabeca é pequena, de formato esférico
apresentando olhos reniformes e dic6ticos, compostos por 350 a 500 omatideos, sem ocelos.

As fémeas apresentam a proboscide alongada, 0 que permite que possam picar e sugar o
sangue de animais vertebrados, e palpos constituidos por cinco segmentos, antenas com flagelo
longo de 13 articulos e apresentando dimorfismo sexual, onde nos machos sdo plumosas e nas
fémeas pilosas.

Em relacdo a oviposicao, os culicideos fazem a postura isoladamente ou em grupo, sendo
que os ovos apresentam formato oval ou eliptico e apresentam cor escurecida algum tempo
depois de ovipostos (FORATTINI, 2002, GOUVEIA DE ALMEIDA, 2011).

As larvas sdo tipicamente livres e aquaticas, o que significa que vivem em habitats larvais,
como pogas, lagos, riachos, areas alagadas, fitotelmos, recipientes artificiais e outros ambientes
aquaticos.

As pecas bucais das larvas sdo adaptadas para diferentes tipos de alimentacéo, incluindo a
filtragem, raspagem ou perfuracdo de matéria organica presente na dgua. As larvas de mosquito
é composta por cabeca, torax e abdémen formado por oito segmentos. Na cabeca, apresentam
antenas sensoriais que sdo responsaveis por detectar estimulos quimicos e fisicos no ambiente
aquatico, ajudando na orientacdo e alimentagdo. E importante ressaltar que as caracteristicas

das larvas de mosquitos podem variar entre as diferentes espécies e géneros, mas em geral, elas



compartilham a adaptacdo ao ambiente aquéatico durante o estagio larval de seu ciclo de vida.
Essas adaptacOes sdo fundamentais para a sobrevivéncia e o desenvolvimento das larvas de
mosquitos até a fase adulta (FORATTINI, 2002, GOUVEIA DE ALMEIDA, 2011).

As larvas de Toxorhynchites (Theobald, 1901) sdo predadoras na fase larval e possuem
cerdas orais especializadas e fortes, que lhes permitem capturar e perfurar as larvas de outras
espécies de mosquitos para se alimentarem de seu contetdo. Essas cerdas sdo adaptadas para
facilitar a captura de presas, tornando as larvas altamente eficazes como predadores. Assim
sendo, esses mosquitos desempenham um papel importante no ecossistema, contribuindo na
regulacdo de populagdes de outros mosquitos e auxiliando para o equilibrio dos habitats larvais
onde desenvolvem os imaturos. (FORATTINI, 2002, GOUVEIA DE ALMEIDA, 2011).

As pupas sdo livres, também aquaéticas, apresentam a forma de virgula, cefalotérax grande
com abddmen longo e encurvado, terminado em paletas natatdrias, passam por uma fase de
pupacdo enquanto estdo submersas na agua, antes de emergirem 0s mosquitos adultos
(GOUVEIA DE ALMEIDA, 2011).

1.2 Ciclo de vida dos culicideos
Os culicideos sdo holometabolicos com metamorfose completa, apresentando as fases de

0Vo0, quatro estagios larvares, pupa e o inseto adulto (Figura 1).

‘desenvolvimento dos ovos

o £ Fémey \ B
/ Miche 8 [
\_ A muda ocorre entre cada j
v Primeiro estagio larvar
‘estigio larvar e pulpar ¢ Y

o Terceiro estigio larvar >
- 3 ( Segundo estigio I:vm 3
>, ( I
% . g \
.\ 3 .

Figura 1. Ciclo de vida dos culicideos. Adaptado de https://eu.biogents.com/o-ciclo-de-vida-

dos-mosquitos/?lang=pt-br
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As formas imaturas, do estagio de ovo até a pupa, ocorrem em colecfes de gua; apenas a
forma adulta se passa no meio aéreo. A duracdo de cada estagio € variavel e depende de varios
fatores, entre eles as condi¢des atmosfeéricas e oferta de nutrientes; considera-se que o ciclo de
vida, contado a partir da fase de ovo até a forma adulta pode variar entre 7 e 20 dias, sendo que
0 ciclo completo com menor numero de dias esta ligado a maior temperatura (FORATTINI,
2002, CLAIROUIN, 2009, GOUVEIA DE ALMEIDA, 2011).

Os ovos dos Culicidae sdo ovipostos na dgua ou em substratos sélidos que podem ser
inundados; as fémeas da maioria dos culicideos da tribo Sabethini (Blanchard, 1905) realizam
oviposi¢do na superficie da agua, ao passo que a tribo Aedini realiza a postura dos ovos de
forma individual em um substrato que posteriormente venha a ser coberto pela dgua. Cabe
ressaltar que, esses ovos colocados em substratos acima da linha de agua sdo resistentes a
dissecacédo, podendo resistir por meses ou anos, e continuar viaveis até 0 momento que o contato
com a agua permita sua eclosdo. Em geral, os ovos tém forma eliptica e simetria bilateral. Em
algumas espécies da subfamilia Culicinae, os ovos séo colocados em forma de aglomerados,
conhecidos como jangadas e que tém a capacidade de flutuar no meio liquido, ja no caso de
Mansonia spp. (Blanchard, 1901), sdo colocados em agrupamentos radiais presos a vegetacao
embaixo da dgua (FORATTINI, 2002, CLAIROUIN, 2009).

A quantidade de ovos pode variar entre 50 e 500 por oviposicao, logo no inicio eles tém a
coloracdo branca, mas em algumas horas se tornam escuros. Nas regides tropicais, 0S 0vV0S
completam seu ciclo embrionario em 2 a 3 dias, ja nos periodos frios pode levar uma semana
ou mais para o desenvolvimento (CLAIROUIN, 2009, GOUVEIA DE ALMEIDA, 2011).

As larvas dos culicideos cujos ovos foram depositados direto na &gua, rapidamente
eclodem ap6s a embrionacdo. Logo elas passam por quatro estagios, cujo desenvolvimento
varia entre oito a dez dias, isso varia de acordo com as condi¢fes ambientais e a espécie
(FORATTINI, 2002). Estima-se que nas condicdes de temperatura ideais, entre 26 e 28°C, 0s
trés primeiros estagios durem um dia e o Ultimo pode durar até trés dias, e, nos machos, esse
periodo total de desenvolvimento do estagio larvar, costuma ser de um dia a menos. Cabe
ressaltar que, nos géneros como Toxorhynchites e Wyeomyia (Theobald, 1901), mesmo em
condicdes ideais, o desenvolvimento completo pode levar entre 2 e 3 semanas (FOSTER &
WALKER, 2018). A posi¢do e comportamento das larvas variam conforme a espécie e 0s
fatores abidticos da agua. Algumas larvas podem permanecer na superficie, enquanto outras
preferem habitar o fundo, emergindo apenas para respirar, movendo-se por meio de contorgdes
irregulares. Esses padrdes comportamentais ndo apenas atendem as necessidades respiratorias,

mas também facilitam a busca por alimento durante esta fase do desenvolvimento.



As larvas ficam posicionadas de forma obliqua a superficie da &gua para que possam
respirar através de um siféo respiratério. Essa forma em que as larvas se posicionam é um dos
critérios de diferenciacéo das larvas de culicideos e anofelinos, pois 0s anofelinos se dispdem
de forma horizontal a superficie da dgua por ndo apresentar o siféo respiratorio (Figura 2). As
formas imaturas ativas da tribo Mansoniini (BELKIN, HOUGUE, 1962), larvas e pupas
possuem o aparato espiracular adaptado para perfurar a vegetacéo submersa e obter oxigénio a
partir destes tecidos, fixando-se em plantas aquéticas, de cujos parénquimas aeriferos retiram o

oxigénio.
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Figura 2 A. Larva de um anofelino, sem o sifdo respiratorio. Crédito da imagem a Steffen
Dietzel, B. Larva do culicideo Toxorhynchites speciosus (Theobald, 1801) com o sifdo

respiratério. Crédito da imagem a Acrocynus.

No que se refere a sobrevivéncia das larvas, em geral, estas se mantém bem na &gua doce,
entretanto, algumas podem sobreviver em agua poluida e podem estar adaptadas a ambientes
aquaticos com concentracgdo salina um pouco mais elevada. A maioria dessas larvas vivem em
ambientes aquaticos como pocos, lagos, agua acumulada em bromélias, buracos de arvore,
recipientes artificiais abandonados etc., ndo sendo comum em rios e lagos, tendo sua
abundancia comprometida principalmente onde existam predadores como répteis, peixes,
anfibios, crustaceos e algumas ordens de insetos como Hemiptera, Odonata, Coleoptera e
Diptera. Como exemplo desses ultimos, temos 0s mosquitos do género Toxorhynchites, que
tém preferéncia por predar culicideos do género Aedes (Meigen, 1818) (ANDRADE & DOS



SANTOS, 2004, CLAIROUIN, 2009). As larvas podem ser necréfagas ou predadoras, podendo
obter sua alimentacdo no fundo da colecdo de agua a partir de fitoplancton ou zoopléancton
(GOUVEIA DE ALMEIDA, 2011).

Até chegar o estagio de pupa, as larvas precisam sofrer o processo de ecdise em cada um
dos seus instares. A pupa apresenta corpo em forma de virgula, tem um cefalotérax grande e
abdémen encurvado que termina em paletas natatorias. As pupas respiram pelas trompetas
respiratorias sendo que algumas apresentam trompetas respiratorias modificadas a fim de
extrair 0 oxigénio da vegetacdo aquatica. As pupas ndo se alimentam durante essa fase, pois
usam sua reserva energética adquirida durante o estagio larval, e se mantém durante a maior
parte de seu ciclo flutuando na superficie da agua, porém podem se deslocar, apresentando
movimentos rapidos, se perturbadas (CLAIROUIN, 2009, GOUVEIA DE ALMEIDA, 2011,
DE CASTRO et al., 2013).

A flutuacdo das pupas € possivel porque elas mantém uma bolha de ar entre os apéndices
cefalotoracicos, deste modo o dorso toracico se mantém na superficie da d&gua e o abdémen fica
submerso, além disso essa bolha de ar permite a troca gasosa. A fase de pupa costuma durar
aproximadamente dois dias, porém, em alguns mosquitos como Toxorhynchites e Wyeomyia
independente do sexo, esta fase pode durar pelo menos seis dias. Cabe ressaltar que em
temperaturas baixas, este periodo pupal pode ser prolongado (FOSTER & WALKER, 2018).
Durante esta fase ocorre a perda de alguns 6rgdos larvais e a formacéo de alguns 6rgaos para a
fase adulta (FORATTINI, 2002).

Quando a pupa comeca a absorver maior quantidade de ar, significa que ela se encontra no
estagio final de maturagdo, esse maior volume de ar ajuda no aparecimento de uma fenda
longitudinal toracica, que permite a emergéncia do mosquito adulto (FORATTINI, 2002).

Ao atingir o estagio adulto, o0 mosquito abandona a cuticula pupal e permanece em um
estagio de laténcia por aproximadamente 15 minutos até poder alcar seu primeiro voo. Um dos
fatores que influenciam no tamanho do mosquito adulto é temperatura e altitude em relagdo ao
nivel do mar onde as larvas e pupa crescem; quanto maior a altitude, menor o tamanho do
mosquitos. Ressaltamos que, as fémeas costumam ser maiores em tamanho que 0s machos
(MITCHELL et al., 1986, FORATTINI, 2002, MERCIER et al., 2022).

1.3 Ecobiologia dos culicideos
Os culicideos, em sua maioria, estdo presentes na regido neotropical e tém parte do seu
ciclo biologico em colecGes de agua. Eles ocupam nichos ecoldgicos préprios e tomam parte

das comunidades existentes, fazendo parte inclusive da cadeia alimentar. Esses taxons



desempenham fungdes importantes nos ecossistemas como polinizadores, fontes de alimento
para outras espécies e, em alguns casos, como predadores de outros insetos. Entretanto, algumas
espécies de mosquitos também podem ser vetores de patdgenos. A forma adulta, tem como
principal papel fazer a reproducéo e dispersdo da espécie, nisso também temos a disperséo de
alguns patogenos causadores de doencas, devido ao habito hematofagico das fémeas. A
hematofagia das fémeas se faz necessaria para a conclusdo do ciclo de amadurecimento e
postura dos ovos. Elas podem completar o desenvolvimento de seus ovos apds um Unico repasto
sanguineo (concordancia gonotréfica), ou realizar multiplos repastos sanguineos (discordancia
gonotrofica) (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994, KENNEY et al., 2013).

Na maioria das espécies de mosquitos, o0 sangue permite o desenvolvimento dos ovos por
estimular uma cascata de horménios no cérebro e ovarios. A quantidade de proteinas presente
no sangue fornece os aminoacidos necessarios para 0 precursor proteico da gema do ovo
denominado vitelogenina. O sangue também contribui para a formacao do substrato proteico
do ovo e fonte energética para sobrevivéncia do mosquito adulto. Alguns fatores interferem na
longevidade dos mosquitos adultos, fatores esses como a presenca de predadores, umidade e
temperatura. A duracdo média de uma fémea em condicdes adequadas pode ser de quatro a
cinco semanas, entretanto os machos tém seu ciclo de vida mais curto que o das fémeas
(GOUVEIA DE ALMEIDA, 2011).

Os mosquitos machos possuem a dieta baseada em néctares vegetais e substancias
acucaradas, enquanto a fémea tem preferéncia por sangue de vertebrados, mas também pode se
alimentar de substancias acucaradas como forma de obter energia. Como citado anteriormente,
a fémea necessita do sangue para que ocorra o desenvolvimento dos ovos, embora algumas
espécies possam desenvolver o primeiro lote de ovos sem necessidade de ter realizado o repasto
sanguineo. Uma vez tendo feito o repasto sanguineo, as fémeas procuram se abrigar a fim de
realizar a digestdo do sangue. Essa digestdo esta dependente da temperatura, para s6 entdo
depois procurarem um local apropriado para a oviposi¢éo. O ciclo de alimentacdo de sangue,
maturacao dos ovos e oviposicdo pode ocorrer varias vezes durante o ciclo de vida da fémea,
sendo que, fatores como o clima contribuem para acelerar ou retardar a abundancia dos estagios
imaturos (CLAIROUIN, 2009, GOUVEIA DE ALMEIDA, 2011). A qualidade dos habitats de
reproducdo tem efeito na abundancia dos mosquitos adultos e isso afeta também sua

distribuicéo espacial e temporal (GRECH et al., 2019).



1.4 Interagdo dos culicideos com fragmentos de Mata Atlantica

Este estudo envolve o conceito de organizacdo comunitaria, que pode ser abordado a partir
de diferentes perspectivas teoricas, sendo duas das principais a teoria holistica e a teoria
individualista. Estas teorias preveem padrdes distintos de distribuicdo de espécies ao longo de
gradientes ecoldgicos e geograficos. De acordo com a abordagem holistica, as espécies que
compdem uma comunidade estdo intimamente ligadas umas as outras e existem limites bem
definidos na distribuicdo da comunidade, caracterizando uma organiza¢éo comunitaria fechada.
Por outro lado, a teoria individualista sugere que cada espécie estd distribuida de forma
independente de outras com as quais coexiste em uma associagao particular, resultando em uma
comunidade aberta, cujos limites sdo arbitrarios em relacdo as distribuicbes geograficas e
ecologicas de suas espécies-membro, que podem estender suas abrangéncias de modo
independente, para dentro de outras associagdes. Além dessas, foi desenvolvida uma terceira
teoria, a Teoria Neutra, que busca unificar as duas teorias anteriores. Referéncia?

A interacdo dos mosquitos envolve uma série de processos ecoldgicos complexos, que sao
influenciados pela estrutura e dinamica desses fragmentos de Mata Atlantica, bem como pelas
caracteristicas bioldgicas e comportamentais dos mosquitos, como exemplo, habitat e
disponibilidade de recursos. Os fragmentos de Mata Atlantica fornecem habitats larvais
variados para os mosquitos, incluindo areas de reproducdo, alimentacdo e repouso. A
fragmentacdo florestal pode alterar a estrutura e conectividade dos habitats naturais, afetando a
distribuicdo e movimento dos mosquitos entre os fragmentos. Fragmentos menores e mais
isolados podem ter populacdes de mosquitos diferentes daquelas encontradas em fragmentos
maiores e mais conectados (CATENACCI & NUNES-NETO, 2018).

E de conhecimento que a borda dos fragmentos de mata, onde a floresta encontra areas
abertas ou perturbadas, pode criar condi¢fes ambientais Unicas que influenciam a ecologia dos
mosquitos. As mudancas das variaveis abioticas como temperatura, umidade e disponibilidade
de recursos na borda podem afetar a abundancia e comportamento dos culicideos (DIALLO et
al., 2012, CHAVES & RODRIGUES DE SA, 2016, RENAULT et al., 2024).

Os mosquitos interagem com uma variedade de organismos nos fragmentos de mata,
incluindo outras espécies de insetos, aves, mamiferos e plantas. Dessa forma, essas interaces
podem ser competitivas, predatorias ou mutualisticas e influenciam a dindmica das populagdes
de mosquitos e sua distribuicdo no ambiente. Em sintese, a interacdo dos culicideos com
fragmentos de Mata Atlantica é um aspecto importante da ecologia desses insetos e desempenha
um papel fundamental na manutenc¢éo da biodiversidade e funcionamento dos ecossistemas.

Compreender essas interacdes é essencial para 0 manejo e conservacdo desses habitats e para o
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desenvolvimento de estratégias eficazes de controle de vetores e prevencdo de doencas
transmitidas por mosquitos. Referéncia?

Estudos de mosquitos em ambientes florestais sdo de suma importancia, uma vez que
fornecem percepcdes valiosas sobre a ecologia das espécies que estdo nesses habitats e seus
padrBes de distribuicdo. Os mosquitos desempenham papéis cruciais nos ecossistemas
florestais, atuando como polinizadores, fontes de alimento para outras espécies e componentes
essenciais da cadeia alimentar. A investigagdo de sua ecologia auxilia na compreenso mais
profunda do funcionamento desses ecossistemas, incluindo preferéncias de habitat, padrdes de
atividade, interagBes com outras espécies e respostas as alteragdes ambientais. E importante
destacar que muitos patdgenos sdo transmitidos por mosquitos que se desenvolvem nesses
ambientes florestais, como malaria, dengue e febre amarela, entre outros. Portanto,
compreender a ecologia desses mosquitos é crucial para avaliar os riscos de transmisséo de
patdégenos e desenvolver estratégias de prevencdo e controle. Monitorar esses espécimes é
essencial para detectar possiveis mudancas nas popula¢fes ao longo do tempo e identificar
potenciais surtos de doengas.

E de conhecimento que as a¢des antropicas vém provocando mudancas na biodiversidade
gue envolvem a aniquilacdo de ambientes e extin¢do de espécies vegetais e animais da Mata
Atlantica, alguns inclusive sequer chegam a ser descobertos pela ciéncia. Diante disso, é
importante o estudo com objetivo de se conseguir um inventario da fauna e flora como forma
de entender o equilibrio e interacdo das diversas espécies (FORATTINI, 2002, DIALLO et al.
2012, BASTOS et al., 2021).

O estudo de culicideos envolve ndo s6 as espécies, mas também os aspectos ecoldgicos e
biolégicos de suas populacbes, proporcionando dados como a diversidade e abundancia de
espécies diante das mudancas de clima, interacdo com plantas preferenciais para reproducéo e
com vertebrados, ao realizar o repasto em algumas espécies. No ultimo caso, envolve ndo sé a
reproducéo do culicideo mas também envolve dispersdo de patdgenos (RODRIGUES DE SA
etal., 2016, CHAVES et al., 2019, BASTOS et al., 2021).

Um dos fatores apontados para o estudo também se refere a area médica devido a dispersao
de patdgenos de interesse, entretanto essa representa uma parte da interacdo dos insetos no
ambiente que habita. A relacdo inseto-planta é um dos pontos de contribuicdo para a reproducédo
dos insetos em plantas aquaticas, internddios de bambus, buracos em toco de arvores por
exemplo, servindo como criadouros e habitat para as larvas dos mosquitos. Compondo o habitat
das larvas dos insetos, contamos ainda com a presenca de microorganismos e matéria organica

que se presta como fonte alimentar das larvas e ressaltamos que alguns microorganismos
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também podem parasitar os insetos retardardando ou até mesmo impedindo o desenvolvimento
dos mesmos (FORATTINI, 2002, FOSTER & WALKER, 2018, BASTOS et al., 2021).

Os téxons também possuem predadores como outras espécies, hidras, tubelarios e
vertebrados, podendo ocorrer interferéncia em qualquer etapa do seu desenvolvimento.
Dependendo da abundancia e diversidade das espécies predadoras presentes, algumas espécies
de insetos podem sofrer reducdo em sua populacdo da mesma forma que a falta de predadores
leva ao aumento da densidade populacional dos insetos (FORATTINI, 2002, FITZPATRICK
etal., 2019).

Considerando a Mata Atlantica como um hotspot de biodiversidade, caracterizado por sua
singularidade e pela riqueza de espécies, incluindo os mosquitos vetores, torna-se imperativo
compreender a ecologia desses insetos, dada sua relevancia como potenciais transmissores de
patdgenos tanto para a salde humana quanto para a saude animal. Os impactos dessas doencas
ndo apenas comprometem a salde publica, mas também afetam negativamente a economia local
em multiplos aspectos.

A investigacdo dos culicideos presentes na Mata Atlantica desempenha um papel crucial
na compreensdo de sua diversidade, padrdes de distribuicdo geografica e ecologia
comportamental, o que, por sua vez, é fundamental para o desenvolvimento de estratégias
eficazes de controle de vetores. Por meio da analise detalhada da anatomia e fisiologia desses
insetos, € possivel obter percepgdes valiosas sobre suas preferéncias alimentares, habitats
preferenciais e padrdes sazonais de atividade, elementos essenciais para a implementacdo de
medidas preventivas e de controle direcionadas.

Aliado a isso, a aplicacao de técnicas de biologia molecular para a detec¢do de flavivirus
na populacdo de mosquitos na Mata Atlantica oferece uma abordagem complementar e
altamente sensivel para avaliar a prevaléncia e a distribuicdo desses patdgenos virais na regiao.
Essa abordagem molecular ndo apenas permite a identificacdo precisa dos virus presentes, mas
também oferece a compreensdo sobre sua dinamica de transmissdo, potenciais hospedeiros
amplificadores e fatores ambientais que influenciam na sua disseminacao.

Assim, esta pesquisa ndo se restringe apenas as ag¢Oes antropicas e implicagdes para a
conservacédo da biodiversidade na Mata Atlantica como também a vigilancia epidemioldgica e
deteccdo de surtos de arboviroses. Ao compreender e gerenciar de forma abrangente as
populacbes de mosquitos vetores e 0s riscos associados a transmissdo de patégenos,
contribuimos para a preservacdo desse ecossistema Unico e para a manutencdo do equilibrio

ecoldgico regional.
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1.5 Arbovirus

Arbovirus € o nome usado para virus que sdo transmitidos por artropodes hematdéfagos
(“arthropod borne virus”) levando a disseminag@o de zoonoses. Ressalta-se que este nome nao
constitui uma categoria taxonémica, representando apenas o fato de que necessitam de vetores
hemato6fagos para sua transmissdao (GUBLER, 2001). Os principais vetores sao 0s mosquitos,
mas a transmissao também pode ser realizada por carrapatos. Os arbovirus tém pelo menos dois
hospedeiros principais: um vertebrado, em geral primatas ndo humanos e um artropode vetor.
Os humanos séo considerados hospedeiros acidentais pelo fato de nem sempre terem a viremia
acentuada, e nem sempre contribuirem para o ciclo de transmissdo (ALATOOM & PAYNE,
2009). As unicas excegdes sdo os virus da dengue (DENV) e do O’nyong-nyong (ONNV),
cujos hospedeiros primarios sao 0s humanos, embora haja ainda a possibilidade de haver algum
hospedeiro vertebrado que ainda néo foi identificado para o caso do ONNV e sejam relatados
casos de que macacos sejam hospedeiros alternativos aos humanos (GOULD et al., 2017,
BRAACK et al., 2018). Nesse aspecto, Figueiredo (2019) relata que existe a possiblidade das
arboviroses humanas serem mantidas no ciclo silvestre ao infectarem animais na América do
Sul. Existem mais de 500 tipos de arboviroses distribuidas pelo mundo, e algumas delas causam
doencas em humanos. Os arbovirus sao classificados em seis diferentes familias: Bunyaviridae
(géneros Nairovirus, Orthobunyavirus, Phlebovirus e Tospovirus), Flaviviridae (género
Flavivirus), Orthomixoviridae (género Thogotovirus), Rabdoviridae (género Vesiculovirus),
Reoviridae (géneros Orbivirus e Coltivirus) e Togaviridae (género Alphavirus) (GUBLER,
2001, ALATOON & PAYNE 2009, BRAACK et al., 2018).

Os primeiros arbovirus foram isolados no continente Africano e América do Sul,
posteriormente no continente Asiatico e finalmente no resto do mundo. A maior prevaléncia
das arboviroses ainda estd nos continentes Africano e Sulamericano, provavelmente devido a
fatores como clima, flora e fauna (GUBLER, 1998, SCHWEITZER et al., 2009, GO et al.,
2014). Pelo que j& foi descrito na literatura, existem cerca de 17 arboviroses conhecidas que
circulam pelo continente Americano (Quadro 1) (VASCONCELOS et al., 2011, BRABB &
GIACOMO, 2012, PASTULA et al., 2015, MACLACHLAN, 2017, MLERA et al., 2017).

Desde o inicio do século XXI tem se observado maior nimero de notificagdes de doencas
causadas por arbovirus. Parte desse evento se deve a expansdo populacional, modificacdo de
ecossistemas, mudancas climaticas, maior facilidade de deslocamento das pessoas, falta de
controle dos vetores, permitindo assim maior distribuicdo dos mesmos (GUBLER, 2001,
LIMA-CAMARA, 2016). Os movimentos populacionais tém sido apontados como o principal
fator responsavel pela introducdo ou reintroducdo de patdégenos (PABBARAJU et al., 2009,
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PFEFFER & DOUBLER, 2010, ROEHRIG, 2013, MOUREAU et al., 2015, GOULD et al.
2017, DONALISIO et al., 2017).

Para que a transmisséo dos arbovirus ocorra, € necessario que o virus consiga se reproduzir
no vetor, e 0 mesmo possa adquirir o virus ao fazer o repasto, por via transovariana ou por via
venérea. Os arbovirus, para terem seu ciclo completo, necessitam passar por um hospedeiro
vertebrado para que seja mantido na natureza, isso a0 mesmo tempo contribui para que o virus
tenha maior nimero de hospedeiros. Assim que 0 vetor ingere o sangue de um hospedeiro
infectado, os virus se multiplicam nos tecidos, atingindo altas concentracGes para
posteriormente serem dirigidos a glandula salivar dos artrépodes. Nos mosquitos, o periodo
para que o virus ingerido durante o repasto esteja disponivel para ser infectante varia de acordo
com a temperatura e umidade ambiente; em periodos quentes o tempo costuma ser curto e essa
¢ uma das razOes para maior disseminacdo das arboviroses, principalmente nas regides
tropicais. Existem mais fatores envolvidos nesta disponibilidade do mosquito dispersar os virus
como: quantidade de sangue ingerido, taxa de replicacdo viral (fitness viral) e carga viral
presente no sangue do hospedeiro vertebrado. Sabe-se também que 0s mosquitos permanecem
infectados pelos virus durante toda sua vida, sem que demonstrem diminuicdo do seu ciclo de
vida. Outro fator que influencia a dispersdo dos arbovirus pelos insetos é a frequéncia com que
0s mesmos fazem o repasto, e se 0s mesmos podem transmitir mais de um tipo de virus. Outra
forma dos insetos manterem o ciclo das arboviroses é que existe a transmissao transovariana
como ocorre com 0s mosquitos das espécies de Aedes (KUNO & CHANG, 2005).

E no momento do repasto, que o virus é passado para o hospedeiro vertebrado,
completando o ciclo. Os ciclos envolvendo a transmisséo dos arbovirus podem ser de dois tipos:
o ciclo silvestre ou selvagem, onde o virus € mantido em animais selvagens e transmitido pelo
artrépode (os humanos entram neste ciclo quando penetram neste nicho); e o ciclo urbano, onde
um animal doméstico ou humano infectados, ao entrarem no ciclo selvagem, trazem consigo o
virus e passam ser a fonte de distribui¢do do virus quando o mosquito faz o repasto.

As espécies de vetores que tomam parte do ciclo urbano podem ser as mesmas do ciclo
silvestre ou outras espécies diferentes, onde temos como exemplo classico o virus da febre
amarela, em que os vetores selvagens sdo algumas espécies do género Sabethes (Robineau-
Desvoidy, 1827) e Haemagogus (Williston, 1896) e no ciclo urbano, sdo os Aedes aegypti
(Linnaeus, 1762) (GUBLER, 2001, ALATOOM, ADNAN, PAYNE, 2009, GOULD et al.,
2017, BRAACK et al., 2018).

As arboviroses consideradas de maior importancia medica sdo a febre amarela, dengue,

zika, chikungunya e Febre do Oeste do Nilo, por estarem distribuidas tanto no hemisfério sul e
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norte do planeta. Cabe salientar que existem outras arboviroses importantes, mas restritas, pelo
menos por enquanto, a determinados paises e regides como por exemplo a encefalite de St.
Louis, encefalite japonesa, encefalite venezuelana e febre de Rift Valley (LIMA-CAMARA,
2016, GOULD et al., 2017).

Os hospedeiros vertebrados podem ser mamiferos e aves. As aves migratorias podem
contribuir para a dispersdo dos arbovirus como ocorreu com a Febre do Oeste do Nilo nos
Estados Unidos das Américas (EUA) em 1999, onde em menos de quatro anos a doenca ja era
encontrada por quase todo pais e em cerca de cinco anos ja se encontrava espalhada por toda
América do Norte, parte da regido do Caribe e América do Sul (ROEHRIG, 2013, GOULD et
al., 2017). Os reservatorios ideais sao aqueles que conseguem produzir altos titulos de virus por
longo tempo, e isto em parte, depende da resposta imune do hospedeiro (KUNO & CHANG,
2005, KUNO et al., 2017).

Alguns hospedeiros dos arbovirus sdo infectados, mas ndo conseguem manter a replicacéo
viral com titulo elevado o suficiente, podendo ou ndo levar o hospedeiro a desenvolver alguma
doenca, por isso, estes hospedeiros sdo denominados hospedeiros finais no ciclo de transmisséo,
um dos exemplos ocorre com a Febre do Oeste do Nilo, onde os equinos e humanos sdo
considerados hospedeiros finais enquanto que as aves sdo reservatorio (ROEHRIG, 2013,
KUNO et al., 2017).
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Quadro 1. Arbovirus causadores de doencas em humanos circulantes pelo continente
Americano (GUBLER, 2001, ROEHRIG, 2013, LIMA-CAMARA, 2016, GOULD et al., 2017,

FIGUEIREDO, 2019).

| Familia/Virus Vetor Principal Hospedeiro vertebrado
Togaviridae
Chikungunya Aedes aegypti, A. albopictus Primatas nao humanos,
humanos
Mayaro Haemagogus spp, Aedes Primatas nao humanos,
aegypti humanos, aves
Sindbis Aedes spp., Culex pipiens, Aves

Culiseta spp.

Encefalite equina oriental

Culex spp., Aedes albopictus.

Aves, equinos

Encefalite equina do ocidental

Culex spp., Aedes spp.

Aves, coelhos, equinos,

Haemagogus spp., Sabethes
spp.

roedores

Encefalite equina venezuelana | Ochlerotatus taeniorhymchus, Aves, coelhos, equinos,
Culex spp., Haemagogus spp. roedores

Flaviviridae

Dengue sorotipos 1 a 4 Aedes aegypti, Ae. albopictus Humanos

Zika Aedes aegypti, Ae. albopictus, Primatas ndo humanos,
Anopheles spp., Culex spp. humanos
Coquillettidia, Haemagogus
spp.

Febre amarela Aedes aegypti, Ae. albopictus, Primatas nao humanos,
Culex spp., Ochlerotatus spp, humanos

Encefalite de Saint Louis

Sabethes belisarioi, Sabethes
spp., Culex spp., Aedes spp.

Aves, morcegos, humanos

Culex quinquefasciatus,
Culicoides spp.

Febre do oeste do Nilo Culex spp., Aedes spp., Aves, répteis, roedores,
Mansonia spp., Coquillettidia equinos, humanos
spp-
Rocio Psorophora ferox, Aedes Equinos, humanos
scapularis, Culex spp.
[Théus Aedes spp., Psorophora spp. Aves, morcegos, roedores,
primatas ndo humanos
Powassan Carrapatos Ixodes spp., Roedores
Dermacentor spp.,
Haemaphysalis spp.
Bunyaviridae
Oropouche Aedes aegypti, Ae. albopictus, Aves, primatas ndo humanos

Encefalite da California

Aedes spp., Culex spp.,
Coquillettidia spp., Culiseta

Spp.

Coelhos, lebres

Virus Jamestown Canyon Culex spp, Coquillettidia, Mamiferos
Culiseta, Anopheles
Virus da Lebre Snowshoe Culiseta spp., Anopheles spp. Lebres
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1.5.1 Principais virus de interesse circulantes nas Américas

1.5.1.1 FAMILIA Togaviridae, Género Alphavirus

Os virus do género Alphavirus pertencem ao grupo IV da familia Togaviridae e todos séo
envelopados possuindo estrutura esférica com tamanho entre 60 e 70 nm, possuindo RNA de
fita simples e polaridade positiva contento entre 11 e 12 mil nucleotideos. Séo conhecidos 31
virus capazes de promover infec¢des em vertebrados ((ICTV), [S.d.]), sendo que, apenas 2 virus
ndo sdo transmitidos por vetores insetos como o virus da doenca pancreéatica do salméo, que
infecta salmdes e trutas e o virus do elefante marinho do Sudeste (SESV — Southern elephant
seal virus) (FORRESTER et al., 2012). A maioria dos virus deste género quando acomete
humanos promove febre, rash, artrite ou artralgia e em alguns casos, encefalite (FORRESTER
etal., 2012, POWERS, 2014).

1.5.1.2 Virus Chikungunya (CHIKV)

Este virus foi isolado pela primeira vez em 1953 em um paciente da Tanzania durante uma
epidemia que ocorreu entre os anos de 1952 e 1953. A doenga provocada pelo virus
Chikungunya recebeu maior aten¢do no ano de 2005 quando surgiu uma epidemia parecida com
a dengue nas Ilhas Camorras ao noroeste de Mogambique. Em 2006, no territdrio francés de La
Reunion, ap6s um periodo intenso de chuvas, houve um aumento substancial no nimero de
casos uma vez que o virus teve aumentada sua capacidade de infectar o Aedes albopictus
(Skuse, 1894) (POWERS, 2014). Esta epidemia que atingiu as ilhas do Oceano Indico levou a
mais de 240 mil casos e 203 6bitos, no entanto, cabe ressaltar que, como houve casos reportados
com sendo provocados pelo virus da Dengue, o nimero de casos contabilizados pode estar
subestimado. No ano de 2014 foi registrado o primeiro caso de CHIKV no Brasil, na cidade de
Oiapoque, no Amapa e a partir de entdo, foram registrados mais casos de pessoas infectadas
pelo pais afora (MORRISON, 2014, LIMA-CAMARA, 2016).

Os vetores apontados como responsaveis pelo espalhamento do CHIKYV sdo mosquitos do
género Aedes, sendo que no continente Africano, Aedes furcifer-taylori (Edwards, 1913) e
Mansonia africana (Theobald, 1901) sdo os principais vetores silvestres; na Europa, América
do Norte e continente Asiatico, Ae. albopictus esta envolvido no ciclo urbano e no Brasil temos
Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) e Ae. albopictus (MORRISON, 2014, POWERS, 2014, LIMA-
CAMARA, 2016).
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1.5.1.3 Virus Mayaro (MAYV)

O virus Mayaro (MAYYV) é considerado um virus oriundo do Velho Mundo por suas
caracteristicas genéticas. O MAYYV foi isolado de trabalhadores florestais de Mayaro em
Trinidade em 1954 e desde entdo, vem sendo encontrado em surtos esporadicos pela América
do Sul, em paises como Brasil, Equador, Peru, Suriname, Bolivia, Guiana Francesa e Trinidade
sendo que, a maioria dos casos, ocorreu no Brasil. O MAYYV é transmitido principalmente por
mosquitos do género Haemagogus que habitam as copas das arvores mas, de acordo com
ensaios em laboratorio, também pode ser transmitido pelo Ae. aegypti, ressaltando-se que ainda
se desconhece a eficiéncia da espécie como vetor para 0 MAYV (AUGUSTE et al., 2015,
SANTIAGO etal., 2015). A maioria dos casos envolve trabalhadores que adentram as florestas,
isso porque a doenga é uma zoonose de primatas, que se infectam apos a picada dos mosquitos
vetores (PAULA et al.,, 2012); é considerada também a possibilidade de que passaros
migratorios sejam infectados pelo virus (TERZIAN et al., 2015). O MAYYV ¢é capaz de
promover grandes surtos epidémicos como o que ocorreu no Brasil entre os anos de 1977 e
1978, com 55 casos confirmados em Belterra, Para (PINHEIRO et al., 1981).

1.5.1.4 Virus Encefalite Equina Oriental — Eastern equine encephalitis virus (EEEV)

Este virus foi isolado pela primeira vez nos estados de Nova Jersey e Virginia nos EUA
em 1933 a partir do cérebro de equinos durante um surto epidémico. Desde entdo, foi
evidenciado que se encontra distribuido pelo leste dos EUA acometendo equinos e alguns raros
casos em humanos. O EEEV também é encontrado no México, Panama4, Brasil, Argentina e
Guianas, sendo que o primeiro caso isolado na Ameérica Latina foi em um cavalo na Argentina
em 1936 (GO 2014).

Os hospedeiros implicados em sua amplificacdo sdo os passaros, mas 0s vetores sdo
mosquitos em geral do género Culex; entretanto ele também ja foi isolado de Ae. albopictus
(GARDNER et al., 2008, ARRIGO et al., 2010, GO 2014).

1.5.1.5 Encefalite Equina Ocidental - Western equine encephalitis virus (WEEV)

Este virus € encontrado na América do Norte e do Sul, sendo que ele possui diversas
variantes antigénicas, principalmente na América do Sul. O WEEYV foi isolado pela primeira
vez em 1930 a partir do cérebro de cavalos com encefalite nos estados da Califérnia, Virginia
e Nova Jersey, nos EUA e também de uma crianca infectada na cidade de Caracas, na VVenezuela
(LUSTIG et al., 1988, ZACKS & PAESSLER, 2011, BERGREN et al., 2014, HAHN,
NGUYEN, DUC, et al., [S.d.],).
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Os vetores do WEEV séo espécies do género Culex; na América do Norte o principal vetor
é 0 Culex tarsalis (Coquillet, 1896) e Culiseta malanura (Coquillet, 1902), este tltimo em areas
onde o Cx. tarsalis ndo esta presente (BERGREN et al., 2014, ZACKS & PAESSLER, 2011).
Entretanto, o virus ja foi encontrado em outros vetores, sendo em, pelo menos, quatorze
espécies do género Aedes e seis outras do género Culex. E descrito também que o virus circula
enzoonoticamente entre pequenas aves mantendo o ciclo entre elas e os vetores. Na América
do Sul, supbe-se que o ciclo envolva mosquitos do género Aedes e pequenos roedores. Os
equinos e humanos sdo os hospedeiros finais, ou seja, apesar do virus ter sua replicacdo neles,
n&o ocorre sua transmisséo, talvez pela baixa taxa de replicacéo viral (PFEFFER & DOBLER,
2010).

1.5.1.6 Virus da Encefalite Equina Venezuelana — Venezuelan equine encephalitis virus
(VEEV)

Dentre as alfaviroses promotoras da encefalite equina, este é considerado mais importante
devido a sua patogenicidade sendo relatados varios surtos nas Américas do Sul e Central. Assim
como os demais virus deste grupo, ele foi isolado pela primeira vez a partir de cavalos doentes
durante um surto de encefalite; este isolamento se deu em 1936 na Colémbia e Venezuela
(BECK & WYCKOFF, 1938, ZACKS & PAESSLER, 2011, WEAVER et al., 2013). E relatado
que o Ochlerotatus taeniorhymchus (Wiedemann, 1821) seja o principal vetor, junto com 0s
mosquitos do género Culex (PFEFFER & DOBLER, 2010, ZACKS & PAESSLER, 2011,
VITTOR et al., 2016). Este virus circula de forma endémica nas Américas Central e do Sul
entre os vetores e roedores, mas também foi detectado em passaros, principalmente em gar¢as
(PFEFFER & DOBLER, 2010). Um fato que chama atencédo e que contribui muito para a alta
infecciosidade é que o VEEV pode ser transmitido por aerossol. Este fato levou a varios
acidentes de laboratdrio e também, a ser usado como virus para o desenvolvimento de uma
arma bioldgica pelos EUA e antiga Unido Soviética durante o periodo da Guerra Fria (ZACKS
& PAESSLER, 2011, WEAVER et al., 2013). Apesar disso, ndo foi relatado nenhum caso de
transmissdo humano a humano por aerossol (WEAVER, et al., 2013).

1.5.1.7 Virus Sindbis (SINV)
O virus Sindbis (SINV) faz parte do complexo da Encefalite Equina do Oeste (WEE) e tem
como vetores 0s insetos das espécies Culex, Aedes e Culiseta sendo que, os Culex spp. sdo

considerados os principais vetores. Justamente Aedes é considerado vetor que pode promover
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a dispersdo do SINV entre aves e humanos nos centros urbanos e peri-urbanos. Os reservatorios
do virus Sindbis compreendem varias espécies de aves, especialmente os passeriformes. Este
virus estd amplamente distribuido nas areas tropicais, subtropicais e temperadas,
principalmente pelo Velho Mundo (AZARI-HAMIDIAN et al., 2019, LUNDSTRO &
SEMMLER, 2019) e as aves tem boa participacdo no espalhamento do mesmo ao redor do
mundo (LING et al., 2019).

1.5.2 FAMILIA Flaviviridae

Os Flavivirus que sdo patogénicos aos humanos podem ter como vetores mosquitos ou
carrapatos (PERERA-LECOIN et al., 2014, HOLBROOK, 2017). Os Flavivirus tém como
caracteristica serem virus envelopados contendo uma fita simples de RNA com polaridade
positiva, de aproximadamente 11 Kb, esta fita codifica trés proteinas estruturais sendo elas o
capsideo, proteina de pré-membrana, envelope e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). O género Flavivirus engloba mais de 53 espécies, sendo 40
patogénicas aos humanos; 14 destas espécies ndo tem vetor conhecido, sendo descritas na
literatura como No Known Vector (NKV) (ALKAN et al., 2015, MOUREAU et al., 2015,
BLITVICH & FIRTH, 2017, (ICTV), [S.d.]). Os Flavivirus sao classificados em complexos e
sub complexos antigénicos os quais sdo sorologicamente, geneticamente e etiologicamente
relacionados (MOUREAU et al., 2015). Seguindo esta linha, temos pelo menos 3 complexos
de Flavivirus que sdo considerados importantes patdgenos para 0os humanos, sendo eles 0s
complexos transmitidos por mosquitos, os complexos transmitidos por carrapatos e o complexo
de vetores desconhecidos denominado NKV (HUHTAMO et al., 2014, MOUREAU et al.,
2015, HEINZ & STIASNY, 2017).

O complexo dos Flavivirus transmitidos por mosquitos € capaz de infectar uma variedade
de animais e humanos, sendo que 0s passaros sdo considerados 0s mais importantes no ciclo da
transmissdo enzoondtica. Os mosquitos apontados como vetores mais importantes neste
complexo sdo os Culex e Aedes. Dos virus que fazem parte deste grupo e que tem importancia
nas Américas sao: virus da febre amarela, virus da dengue, virus zika, virus da febre do oeste
do Nilo (WNF), virus da encefalite de Saint Louis (SLEV) e virus Rocio (MOUREAU et al.,
2015, HEINZ & STIASNY, 2017, HOLBROOK, 2017).

O complexo dos virus transmitidos por carrapatos tem 0s roedores como 0s mais
importantes no ciclo de transmissdo enzoondtica e 0s principais vetores carrapatos sao do
género Ixodes, Dermacentor e Haemaphysalis. Os virus que fazem parte deste grupo e presente
na América do Norte € o virus Powassan (HUHTAMO et al., 2014, MOUREAU et al., 2015,
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HEINZ & STIASNY, 2017).

No complexo NKV estdo os virus que foram encontrados em pequenos animais como
roedores e mamiferos como 0s morcegos, por exemplo os virus Rio Bravo, que foi encontrado
em morcegos e o0 virus da Leucoencefalite de Mitose de Montana (MMLYV) (HUHTAMO et
al., 2014, ALKAN, ZAPATA, et al., 2015, MOUREAU et al., 2015, BLITVICH & FIRTH,
2017).

As doengas promovidas pelos Flavivirus causam febre branda a elevada, quadro de

sintomatologia parecida como gripe, aparecimento de rash, febre hemorragica e encefalite.

1.5.2.1 Virus da Dengue (DENV)

O virus da dengue parece ter sua origem no continente Africano e teve sua entrada nas
Ameéricas via embarcacdes que transportavam escravos (BRAACK et al., 2018). Atualmente a
dengue é considerada um problema de satde publica nas areas tropicais e faz parte das doengas
reemergentes na América Latina, sendo que a primeira onda de seu reaparecimento ocorreu
entre os anos de 1980 e 1990 e que contribuiu para as epidemias provocadas pelos seus 4
subtipos virais classificados de DENV-1a DENV-4. No Brasil o ressurgimento da dengue se
deu inicialmente em 1982 em uma pequena cidade da regido de Boa Vista em Roraima, depois
em 1986 no Rio de Janeiro, onde foi detectado o DENV-1 (TEIXEIRA et al., 2013). O virus
da dengue faz parte dos Flavivirus considerados como causadores de febre hemorragica, que é
o quadro mais grave da doenca (BACK & LUNDKVIST, 2013, RODRIGUEZ-ROCHE &
GOULD, 2013).

O principal vetor do virus da dengue é apontado como sendo o Ae. aegypti sendo que outros
mosquitos do mesmo género podem atuar como vetores como o Ae. albopictus, Ae.
polynensiensis (Marks, 1951) e Ae. niveus (Ludlow, 1903) (BACK & LUNDKVIST, 2013,
RODRIGUEZ-ROCHE & GOULD, 2013, KHETARPAL & KHANNA, 2016).

1.5.2.2 Virus zika (ZKV)

O virus da zika (ZKV) foi descoberto e identificado em 1947 em uma floresta em Uganda
e se supunha que estava restrito ao continente Africano e que ndo representava uma ameaca a
salde publica e ndo tinha grandes implicaces clinicas (SAFRONETZ et al., 2017, YAREN et
al., 2017).

O primeiro caso confirmado de zika no Brasil ocorreu em maio ano de 2015, sendo
posteriormente, sua presenca confirmada em 26 estados da unido federativa do Brasil
(LONGOSZ et al., 2014, ZANLUCA et al., 2015).
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O vetor com participacdo comprovada no ciclo do ZKV € Ae. aegypti, entretanto no ciclo
silvestre temos vetores como Anopheles, Culex, Lutzia, Coquillettidia, Mansonia e
provavelmente outros géneros de insetos (ORIOLI et al., 2005, EPELBOIN et al., 2017,
SAFRONETZ et al., 2017, YAREN et al., 2017).

1.5.2.3 Febre amarela — Yellow fever (YF)

Assim como o DENV, o virus da febre amarela foi introduzido nas Américas durante o
periodo da escraviddo por volta dos anos de 1600, onde escravos infectados com o virus e Ae.
aegypti foram importados no transporte por navio. A epidemia esteve presente entre 0s séculos
XVII e XX e s6 foi controlada com a erradicacdo do mosquito vetor na maioria dos paises das
Américas Central e do Sul. Entre os anos de 1950 e 1960 ja ndo havia mais casos frequentes da
febre amarela urbana, 0 mesmo sendo valido para os casos de Dengue (GUBLER, 2001,
GARDNER & RYMAN, 2015, DONALISIO, RICARDO, ZUBEN, 2017, BRAACK et al.,
2018b).

O virus da febre amarela é mantido nas &reas silvestres onde o mesmo circula
principalmente entre os vetores dos géneros Haemagogus, Sabethes e Aedes tendo os primatas
como principal reservatdrio, porém, existe também o ciclo urbano, que apresenta a maior
preocupacdo em areas densamente povoadas e neste ciclo, o Ae. aegypti é o principal vetor
(GUBLER, 2001, GARDNER & RYMAN, 2015, DONALISIO, RICARDO, ZUBEN, 2017,
KUNO et al., 2017). Também ja foi evidenciada a presenca do virus da febre amarela em
carrapatos na espécie Amblyomma variegatum (Fabricius, 1794), sendo possivel a transmissao
vertical destes carrapatos e a capacidade de transmitir a infeccdo a macacos. Apesar desta
evidéncia, ndo se tem ao certo se a participacdo dos carrapatos no ciclo tem a mesma

importancia que os insetos possuem (HANLEY et al., 2014).

1.5.2.4 Encefalite de Saint Louis — Saint Louis encephalitis virus (SLEV)

O virus causador da Encefalite de Saint Louis (SLEV) faz parte do complexo dos virus da
Encefalite Japonesa. O SLEV é considerado de grande importancia nos EUA; se encontra
disperso por todo continente Norte Americano e também ja foi encontrado circulando pela
América Central e América do Sul; é considerado um virus emergente na América do Sul
(SCHWEITZER et al., 2009b, BORGES et al., 2015). O nome deste virus foi dado em razédo
de um surto epidémico provocado pelo mesmo em 1933 na cidade de Saint Louis no estado de
americano de Missouri e, desde esta época foram relatados casos no Canada, EUA e México
(SCHWEITZER et al., 2009b, MAIA et al., 2014, BORGES et al., 2015).
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O SLEV foi identificado pela primeira vez em 1960 no Brasil em pools de mosquitos
Sabethes belisarioi (Neiva, 1908) coletados no estado do Para, e posteriormente em 1967 e
1969 em ratos sentinelas, roedores selvagens e passaros no estado de S&o Paulo. Os nimeros
de casos humanos infectados pelo SLEV no Brasil ainda sdo baixos, sendo um encontrado no
Pard em 1978, um no Vale do Ribeira em Sdo Paulo em 2005 e 20 pacientes em Ribeirdo Preto,
também em S&o Paulo (MAIA et al., 2014, BORGES et al., 2015). Os poucos casos relatados
da doenca no Brasil, provavelmente se devem a fatores como: doenca sub-clinica; quadro
semelhante ao de outras arboviroses, especialmente dengue levando a suposicao errada sem o
diagnostico laboratorial adequado e poucas pesquisas quanto a prevaléncia do mesmo
(CAROLINA et al., 2011, SILVA et al., 2013, MAIA et al., 2014, NUNES et al., 2018).

O SLEV ja foi encontrado em Anopheles trianullattus (Neiva & Pinto, 1922), Culex spp.
(BORGES et al., 2015) mas também existem outros provaveis vetores como espécies dos
géneros Aedes, Mansonia e Sabethes (BURGUENO et al., 2013, NUNES et al., 2018).

1.5.2.5 Virus da Febre do Oeste do Nilo ou Febre Ocidental do Nilo — West Nile virus
(WNV)

A Febre do Oeste do Nilo, também chamada de Febre Ocidental do Nilo teve seu agente
isolado em 1937 a partir do sangue de uma mulher de 37 anos em Uganda, Africa. A descoberta
foi um achado pois os pesquisadores estavam investigando a elevada incidéncia da resposta
imune a febre amarela e a tentativa de isolar o virus, e esta paciente apresentava quadro
sugestivo de ser febre amarela, com febre de 38°C e sonoléncia (SMITHBURN et al., 1940).
Este virus era apenas conhecido no velho mundo - Africa, Asia e Australia até que emergiu no
novo mundo, mais especificamente em Nova York no ano de 1999. A partir de entdo, em cerca
de 3 anos, ele se dispersou rapidamente por todo o continente Norte Americano e
posteriormente chegou a América do Sul (LANCIOTTI et al., 2000, CUPP et al., 2008,
ROEHRIG, 2013, CHANCEY et al., 2015).

Os vetores envolvidos na transmissdo do WNV sdo mosquitos dos géneros Culex, Aedes,
Mansonia, Coquillettidia. Em geral, os melhores vetores sdo 0s mosquitos que fazem o repasto
em aves e mamiferos e as aves sao consideradas como o principal reservatério do virus. O ciclo
do WNV envolve mosquitos como vetores e vertebrados como aves, répteis e mamiferos como
hospedeiros. Com excecdo das aves, os demais hospedeiros vertebrados sdo considerados como
reservatorios finais uma vez que, ndo conseguem transmitir o virus para 0S mosquitos
(CHANCEY et al., 2015, SULE & OLUWAYELU, 2016). Alem do ciclo de transmisséo por

vetores, foi observado nos EUA que o WNV pode ser transmitido pela transfusdo sanguinea,
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isso fez com que todo doador de sangue passasse a ser investigado para a presenca do virus
(PFEFFER & DOBLER, 2010, ROEHRIG, 2013, CHANCEY et al., 2015).

1.5.2.6 Virus Rocio (ROCV)

Este virus foi detectado no Brasil entre os anos de 1975 e 1976 na regido litoranea do estado
de Sao Paulo chegando até o Vale do Ribeira, promovendo uma epidemia de encefalite e desde
entdo foi encontrado em equinos na regido do Pantanal de Mato Grosso (LOPES et al., 1981,
COIMBRA et al., 2008, CAMPOS et al., 2014a).

O ciclo de transmissdo deste virus parece envolver as espécies Psorophora ferox (von
Hunboldt, 1819) e Aedes scapularis (Rondani, 1848) e talvez o género Culex spp. como vetores,
tendo equinos e humanos como reservatdrios que vivem proximos ao ambiente florestal
(MITCHELL et al., 1986, COIMBRA et al., 2008, ELLWANGER et al., 2017).

1.5.2.7 Virus llhéus (ILHV)

O virus llhéus (ILHV) foi isolado em 1944 durante uma investigacdo para febre amarela
na cidade de Ilhéus na Bahia. O seu isolamento se deu a partir mosquitos Aedes spp. e
Psorophora spp. (AZEVEDO et al., 2010, KENNEY et al., 2013). Este virus ja foi encontrado
na América do Sul em paises como Panam4, Trinidade, Coldmbia, Guiana Francesa, Equador
e Bolivia ((ICTV), [S.d.], SIMMONDS et al., 2018).

O ILHV, apesar dos poucos estudos realizados, além de ser encontrado em humanos, ja foi
encontrado em uma grande variedade de animais, incluindo-se morcegos, passaros, macacos e
roedores demonstrando que ele é mantido em ciclos zoonéticos (AZEVEDO et al., 2010,
KENNEY et al., 2013). Ainda se desconhece a capacidade de infectar animais domésticos,
contudo, j& foram encontrados anticorpos para o ILHV em equinos da regido do Pantanal em
Mato Grosso, regido Centro Oeste do Brasil sendo constatado em uma pesquisa a existéncia do
virus em mosquitos que se alimentam somente desses animais (KENNEY et al., 2013). Os
vetores do ILHV parecem ser mosquitos dos géneros Aedes, Psorophora, Culex, Sabethes,
Haemagogus e Trichoprosopon (AZEVEDO et al., 2010, VENEGAS et al., 2012, KENNEY
etal., 2013).

1.5.3 Familia Bunyaviridae

A familia Bunyaviridae é dividida em 5 géneros, sendo eles, Phlebovirus, Nairovirus,
Virus Hataan, Tospovirus e Bunyavirus (ALATOOM, ADNAN, PAYNE, 2009, PAUVOLID-
CORR et al., 2017).
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O género Orthobunyavirus pertence a familia Peribunyavirus, ordem Bunyavirus e,
atualmente possui 49 espécies de virus conhecidos (GEDDES et al., 2018, CAMARAO et al.,
2019).

Os Bunyavirus possuem envelope lipidico, possuem RNA tri segmentado, fita simples,
polaridade negativa; estes segmentos sdao denominados grande (L), médio (M) e pequeno (S),
com os tamanhos aproximados de 6.9Kb, 4.5Kb e 1.0Kb (LAMBERT & LANCIOTTI, 2009,
NUNES et al., 2018; CAMARAO et al., 2019).

1.5.3.1 Virus Oropouche (OROV)

Este virus é o agente da Febre Oropouche que promove quadro clinico indiferenciado das
demais arboviroses. Os casos relatados de infegdo por este virus se deram no Brasil, Panama
Peru e Trinidad Tobago. No Brasil, desde o seu isolamento em 1980, existem diversos relatos
de casos na regido do Para, Ronddnia e Mato Grosso (ALATOOM, ADNAN, PAYNE, 2009,
FERNANDO et al., 2017).

O espalhamento do virus estd relacionado aos vetores amplificadores assim como ao
transito de pessoas para areas endémicas; por este motivo, temos dois ciclos de manuten¢édo do
virus, o ciclo silvestre e o ciclo urbano. O ciclo silvestre envolve a participacdo de aves,
preguigas, primatas e taxons dos géneros Aedes e Culicoides sendo que também existe a
suspeita de que mosquitos Culex gquinquefasciatus (Say, 1823) possam ter a participacdo na
transmissdo (CARDOSO et al., 2015, FERNANDO et al., 2017), mesmo assim, segundo

Fernando et al. (2017), o principal vetor deste virus ainda é desconhecido.

1.5.3.2 Virus da Encefalite da Califérnia, Virus Jamestown Canyon e Virus da Lebre
Snowshoe

Estes virus pertencem ao sorogrupo dos virus da Califérnia, que estdo relacionados ao
grupo dos Orthobunyavirus na familia Peribunyaviridae ordem Bunyavirales (ALATOOM,
ADNAN, PAYNE, 2009, LUDWIG et al., 2019).

Apesar de ndo haver relatos dos mesmos em nosso pais, eles compartilham de espécies de
vetores existentes aqui como Aedes, Culiseta, Coquillettidia e Anopheles, além disso, devido a
maior facilidade do trénsito de pessoas entre as diversas cidades, e as mudancas climaticas que
vem ocorrendo em nosso planeta, sao fatores que podem vir contribuir no espalhamento destes
virus, sendo necessario estarmos alertas para montar mecanismos de detecgdo e prevengédo
(PABBARAJU et al., 2009, PASTULA et al., 2015, WEBSTER et al., 2017, EVANS &
PETERSON, 2019, LUDWIG et al., 2019).

25



2.0 OBJETIVO PRINCIPAL:

Estudar a diversidade de Culicidae e detectar a circulacdo de arbovirus em areas com
diferentes niveis de preservacao no dominio de Mata Atlantica dos Municipios de Nova lguacu,
Casimiro de Abreu, Silva Jardim e Cachoeiras de Macacu, estado do Rio de Janeiro, avaliando

0 risco de emergéncia e transmissao de arboviroses.

2.1 Objetivos Especificos:

1. Avaliar a distribuicdo, abundéncia, sazonalidade e correlacionar as variaveis climaticas
com as espécies vetores e o efeito de multiplas imersdes de ovos de mosquitos em remanescente
de Mata Atlantica da Fazenda Trés Montes, Municipio de Casimiro de Abreu. Este objetivo
permite compreender como as condi¢des climaticas influenciam a dindmica populacional dos
vetores, permitindo assim, identificar padrfes para o controle de vetores e patdgenos
transmitidos por eles.

2. Avaliar a taxa de eclosdo de ovos de culicideos na primeira imersdo comparada com
imersdes posteriores por estacdo climéatica do ano, analisar as espécies com importancia medica
por armadilha de ovitrampa e a proporcao de fémeas e machos por espécie em remanescente de
Mata Atlantica da Fazenda Trés Montes, municipio de Casimiro de Abreu. Neste objetivo
visamos verificar a eficacia das estratégias de monitoramento e controle identificando quais
espécies apresentam maior dominancia, diversidade e equabilidade, a fim de gerenciar os riscos
de dispersdo dos insetos.

3. Analisar a distribuigdo das espécies em diferentes alturas, tendéncia do nimero de ovos
ao longo dos meses e compreender como a altura e variaveis ambientais afetam a abundéancia
de ovos de mosquitos na area da Fazenda Trés Irmaos, Municipio de Silva Jardim.

4. Determinar a composicao faunistica de imaturos de culicideos quanto a diversidade,
abundancia, dominancia, equabilidade e influéncia das variaveis ambientais por criadouro na
area do sitio Terra Boa, municipio de Silva Jardim. Este estudo é importante para mapear a
biodiversidade local permitindo compreender a estrutura das comunidades de mosquitos,
podendo facilitar o controle dessas populagdes vetoras.

5. Avaliar a fauna de culicideos quanto a abundancia, riqueza, dominancia, diversidade e
equabilidade e a analise da eficacia das armadilhas de Shannon, CDC e Técnica de Armadilha
Humana Protegida (TAHP) na area da Reserva Ecoldgica do Guapiacu, municipio de
Cachoeiras de Macacu. Buscamos caracterizar as comunidades de mosquitos na reserva a fim
de verificar as diferencas entre uma area em recuperagdo, com maior presenca antropica e outra

area mais preservada com menor presencga de humanos.
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6. Analisar a infeccdo natural em populacbes de mosquitos por alguns arbovirus
patogénicos a0 homem nos diferentes fragmentos de Mata Atlantica nos municipios de Nova
Iguacu (Sitio Boa Esperanga) e Casimiro de Abreu (Fazenda Trés Montes). Este objetivo é
crucial para contribuir com a vigilancia epidemioldgica e prevencdo de surtos de patdgenos
transmitidos pelos vetores.

Todos estes objetivos analisados em diferentes areas, sdo abordados de forma integrada
visando ampliar o conhecimento sobre a ecologia dos mosquitos na Mata Atlantica e também,

fornecer informac6es valiosas para a saude publica e conservacdo ambiental.
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3.0 MATERIAIS E METODOS

3.1 Declaracao de ética

Toda a pesquisa foi realizada de acordo com a licenca cientifica nimero 44333 fornecida
pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA), Instituto Chico Mendes de Biodiversidade
Conservacao (ICMBI0), Sistema de Informacéo e Autorizacdo da Biodiversidade (SISBIO). Os
mosquitos foram coletados com o consentimento e cooperacdo de proprietarios, moradores, e
autoridades locais. Todos os membros da equipe utilizaram Equipamento de Protecédo
Individual (EPI), garantindo a seguranca dos pesquisadores durante as atividades de campo e

vacinados contra a febre amarela e cientes dos riscos potenciais nas areas em estudo.

3.2 Etapas executadas no periodo de estudo visando o alcance dos objetivos

Durante todo o decorrer deste estudo, conduzimos uma revisao abrangente da literatura,
consultando periddicos, teses, capitulos de livros e websites, conforme evidenciado nas citacdes
incorporadas neste trabalho. Paralelamente a analise dessas fontes, empregamos informacdes
geradas internamente para conduzir uma avaliacdo aprofundada dos aspectos bioldgicos,
ecoldgicos, taxondmicos e da presenca de arbovirus nas populacdes de mosquitos capturados
nos fragmentos de Mata Atlantica sob investigacéo.

A abordagem integrativa desta pesquisa foi efetuada por meio de consultas em diversas
bases de dados eletronicas, tais como Medline, Cinahl, Embase, Lilacs, Cochrane Controlled
Trials Database, SciSearch e PubMed. Essa revisao bibliografica foi incorporada ao longo do
desenvolvimento do projeto, com o intuito de contextualizar e enriquecer as informacdes
coletadas.

A riqueza de dados compilados foi organizada de maneira sistematica, resultando na
criacédo de um Banco de Dados do tipo Metadados. Este levantamento abrangente incluiu uma
analise taxonémica da familia Culicidae, com foco especial no género Haemagogus,
destacando dados primarios de entomologia relacionados a bioecologia e a deteccdo de

arbovirus em mosquitos.

3.3 Areas de estudo
O estudo foi desenvolvido em diferentes remanescentes de Mata Atlantica, estado do Rio
de Janeiro, Brasil (Quadro 2), sendo as amostragens realizadas mensalmente, no periodo de

agosto de 2018 a fevereiro de 2024, em trés dias consecutivos, com intervalo minimo de 15
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dias entre elas havendo, por seguranga no trabalho de campo, a presenca de pelo menos 4
membros da equipe por coleta.

Essas areas foram escolhidas por serem remanescentes da Mata Atléntica ainda
preservados, sendo a Unica excecdo, a coleta realizada na Reserva Ecoldgica do Rio Guapiacu,
pois esta é uma reserva que vem sendo recuperada a mais de 10 anos, pois antes era usada para
criacdo de gado e atualmente nos seus arredores existem areas de plantacdo de gramineas,
vegetais e frutas como jil6, beringela, goiaba. Devido a esse uso, ela apresenta a possibilidade

de fornecer resultados diferentes e ao mesmo tempo, servir de comparagdo com as demais areas.

Quadro 2 — Areas de amostragem nos diferentes municipios do estado do Rio de Janeiro com

sua geolocalizagéo.

Localidade Latitude Longitude Municipio
Fazenda Trés Montes 22°31'40.1"S | 42°02'58.6"W | Casimiro de Abreu
Fazenda Trés Irmaos 22°36'49.1"S | 42°27'34.1"W Silva Jardim
Sitio Terra Boa 22°36'32.5"S | 42°29'13.3"W

Reserva Ecologica do Rio | 22°45°12.12”S | 42°73°89.48W Cachoeiras de
Guapiagu Macacu
Sitio Boa Esperanca 22°65°68.41”’S | 43°37°65.86”W Nova lguacu

As areas de Mata Atlantica estudadas, que compreendem os municipios de Casimiro de
Abreu, Silva Jardim e Cachoeiras de Macacu fazem parte da &rea de protecdo ambiental da
Bacia do Rio Sdo Jodo/Mico-Ledo Dourado, criada em 2009 e sendo gerenciadas pelo Instituto
Chico Mendes de conservacao da Biodiversidade (https://uc.socioambiental.org/en/arp/3202)
sendo compostas por Floresta Ombrdéfila Densa, que abriga grande quantidade de cachoeiras,
presentes em montanhas, picos, morros e morrotes de perfis arredondados e baixadas. A
cobertura vegetal de florestas ocorre em montanhas na altura entre 500 e 1500m e na area
submontana estando presente em encostas de até 500m e ao seu redor, estdo as areas de baixada
e os morros (IBGE, 2019, 2021, BOREM & SANTOS, 2024). A area de Mata Atlantica, conta
com a presenca de uma fauna diversificada como a onga parda (Puma concolor, Lineu, 1771),
lobo guard (Chrysocyon brachyurus, Illiger, 1815), primatas, especialmente do mico ledo

dourado (Leontopithecus rosalia, Linnaeus, 1776) que transita nesta area além de diversas aves,
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algumas migratorias, repteis, anfibios e insetos. Infelizmente estas areas sdo sabidamente
perturbadas por atividades antrépicas prejudiciais como atividades agropecuarias, uso
indiscriminado de agrotoxicos, queimadas, exploracao da flora e caca a fauna. A distribuicdo
das chuvas nessa regido apresenta forte variacdo promovida pelas massas de ar que aparecem
na regido ao longo do ano devido as caracteristicas do meio ambiente que inclui as bacias e a
regido costeira proxima, a saber Cabo Frio e Arraial do Cabo. Durante os meses de novembro
a abril (estacdo do verdo) ocorre a predominancia da massa de ar Continental Equatorial
determinando o periodo abafado e chuvoso; durante os meses de setembro a novembro (estacéo
da primavera) costuma ocorrer a passagem de Frentes Polares Atlanticas caracterizando o
periodo mais seco e durante o resto do ano tem-se a presenca da massa de ar Tropical Atlantica.
A regido de Silva Jardim e Casimiro de Abreu sdo altamente influenciadas pelo Oceano
Atlantico e apresentam uma temperatura média de 26,8°C, umidade relativa de 56% e a média
anual de precipitacdo entre 2000 e 2500mm. Os maiores niveis de precipitacdo ocorrem de
outubro a marco, com variacdo de temperatura entre 17°C até 32°C. Na regido de Cachoeira de
Macacu se encontra a cabeceira do Rio Sdo Jodo e por onde passa 0 Rio Guapiacu, a
precipitacdo anual se situa entre 1500 e 2000mm e a temperatura varia entre 17°C e 30°C
(“Weatherspark™, [S.d.], “Meteoblue”, [S.d.], FRAGA & RIBEIRO, 2012, INMET, 2022).
Outra area de Mata Atlantica estudada, o Sitio Boa Esperanca localizado no municipio de
em Nova lguacu, tem predominio de propriedades rurais com baixo indice populacional se
comparado ao centro de Nova Iguacu. O Sitio Boa Esperanca faz parte da Reserva Bioldgica
do Tingua, que foi criada em 1989 e é administrada pelo Instituto Chico Mendes de
Conservagcdo e Biodiversidade (ICMBio). A Unidade de Conservagdo Rebio do Tingué, que faz
parte da Unidade Ambiental da Escarpa da Serra do Mar, ocupa uma area de 26 mil hectares
abrangendo seis municipios: Nova lguacu, Duque de Caxias, Petrdpolis, Miguel Pereira,
Queimados e Japeri, sendo gque os dois ultimos tém areas inclusas na Zona de Amortecimento.
A érea da Reserva Bioldgica do Tingud, apresenta vegetagdo composta pela Floresta Ombroéfila
Densa, apresentando formacGes de terras baixas, submontana, montana e altomontana
comportando nascentes de rios e areas florestais importantes para a manutencdo da qualidade
de vida da regido. A vegetacdo apresenta grande diversidade, tendo o registro de 1310 espécies
(1140 angiospermas, 169 samambaias e licofitas e 1 gimnosperma). Infelizmente a mesma
apresenta-se alterada em diversos pontos dada a proximidade de alguns centros urbanos
(BOCHORNY et al., 2023). Assim como a area da Bacia do Rio S&o Jodo, algumas espécies
ameacadas podem ser encontradas, destacando-se o gavido-pomba (Amadonastur lecernulatus,

Temminck, 1827), aguia-cinzenta (Urubutinga coronata, Vieilot, 1817), muriqui-do-sul
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(Brachyetes aracnoides, Geoffroy, 1806), gato-maracaja (Leopardus pardalis mitis, Linnaeus,
1758), morcego vermelho (Myotis ruber, Geoffroy, 1806), onca-parda (Puma concolor), onga-
pintada (Panthera onca, Linnaeus, 1758) e primatas como os Callitrix aurita (Moojen, 1950),
Alouatta fusca (Humboldt, 1812) - bugio e o Cebus apella (Linnaeus, 1758) - macaco-prego.
Este ultimo é raro e s6 pode ser encontrado em trechos pouco perturbados pela a¢éo antrépica.
Apesar de ndo serem nativos dessa regido, ja que sao originarios da regido Norte e Nordeste do
Brasil, também se encontram os saguis C. jacchus (Lineu, 1758) e C. pennicillata (Geoffroy,
1812) (MMA/IBAMA, 2006, ICMBIO 2015).

Em relacdo ao clima, a regido de Nova Iguacu, apresenta clima subtropical com inverno
seco e verdo quente tropical chuvoso de regido florestal, com temperatura média de 23,4°C. A
média anual de precipitacao é estimada em 1595,3mm (ICMBIO 2015, INMET, 2021). Durante
0 verdo, a precipitacdo média é de 208,4mm, sendo mais intensa em janeiro, ja durante o inverno
62,5mm, sendo julho 0 més mais seco (ICMBIO 2015, INMET, 2021).

A amostragem de ovos de Culicidae foi realizada em trés localidades, no municipio de
Casimiro de Abreu, que fazem parte da Bacia Hidrografica do Rio Sdo Jodo: Fazenda Trés
Montes e Fazenda Trés Irmdos e no municipio de Nova Iguagu, no Sitio Boa esperanca. A
primeira foi amostrada entre agosto de 2018 e outubro de 2022, sendo a cada coleta, instaladas
15 armadilhas ovitrampas.

A area de coleta foi realizada em areas proximas a regiées com notificacdo de um surto
grave da Febre Amarela em humanos ocorrido entre os anos de 2016-2018 (DIETZ et al., 2019).
A fazenda Trés Montes, esta situada junto ao Morro Sdo Jodo, uma elevacdo de
aproximadamente 816m, formado por magma cristalizado, (MOTA et al., 2009) encoberto pela
vegetacdo nativa de Mata Atlantica, sendo circundado por um relevo parcialmente plano que

serve de local de campo e pastagem (Figura 3).
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Figura 3. Vista panoramica da Fazenda Trés Montes, municipio de Casimiro de Abreu, estado

do Rio de Janeiro. Em 23/02/2023 Fonte: Google Earth.

J& a Fazenda Trés Irmaos (figura 4) foi amostrada entre os meses de margo de 2020 e

outubro de 2022 para o estudo dos vetores de arbovirus.
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Mico Ledo Dourado

Figura 4. Vista panoramica da Fazenda Trés Irmaos, Municipio de Silva Jardim, estado do Rio

de Janeiro. Em 14/06/2023 Fonte: Google Earth.
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O sitio Boa Esperanca, localizado no municipio de Nova Iguacu, e se situa na regido da
Reserva Ecoldgica do Tingua e se localiza a aproximadamente 30Km do centro da cidade do
Rio de Janeiro. Esse sitio fez parte dos estudos com ovos de culicideos e da circulacdo de

arboviroses (Figura 5).

Figura 5 - Mapa apresentando a regido que engloba a Reserva Bioldgica do Tingua. O ponto

amarelo indica a localizacdo aproximada do Sitio Boa Esperanca. Fonte: google maps.

Para a avaliacdo de larvas e pupas de culicideos, a amostragem foi realizada de setembro
de 2022 a margo de 2023 no sitio Terra Boa localizado no municipio de Casimiro de Abreu,
também fazendo parte da Bacia Hidrogréafica do rio Sdo Jodo, estado do Rio de Janeiro (figura
6).

Para a avaliacdo da fauna de culicideos adultos, o estudo foi realizado entre os meses de
marco de 2023 a fevereiro de 2024, na Trilha Amarela e na Trilha Verde da Reserva Ecologica
do Rio Guapiagu (REGUA) que corresponde a mais um fragmento da Mata Atlantica da Bacia
Hidrogréfica do rio S&o Jodo e fica situado no municipio de Cachoeiras de Macacu, estado do
Rio de Janeiro (Figuras 7 e 8).

A REGUA apresenta atualmente 6 trilhas, quase todas identificadas pelo nome de uma cor,
sendo elas: Amarela, Marrom, Verde, Vermelha, Lil&s e a mais recente, recebeu o nome da
gestora do parque, a Trilha Raquel.

A trilha Amarela se trata de uma area plana que compunha uma area de pastagem de gado

até o inicio dos anos 2000 e comegou a ter sua vegetacdo recomposta em 2005 com a flora
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local, a partir de mudas de outras areas de mata da reserva. Essa trilha, circunda um lago

artificial sendo localizada perto da sede da reserva (Figura 7).

Figura 6. Vista panoramica da area de amostragem do Sitio Terra Boa, Municipio de Silva

Jardim, estado do Rio de Janeiro. Em 13/06/2023 Fonte: Google Earth.

A trilha Verde é uma &rea submontanhosa, com mata ainda nativa mais densa, e com
terreno rochoso de subida, apresentando alguns rios ndo perenes e perenes ao longo do seu

percurso (Figura 8).

V' Shannon

W cnc

Figura 7. Vista panordmica da area de amostragem e localizacdo das armadilhas CDC e
Shannon instaladas na Trilha Amarela da REGUA, Municipio de Cachoeiras de Macacu, estado

do Rio de Janeiro. Em 13/06/2023 Fonte: Google Earth.
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Figura 8. Vista panoramica da area de amostragem e localizagéo das armadilhas CDC, Shannon
e Ovitrampas instaladas na Trilha Verde da REGUA, Municipio de Cachoeiras de Macacu,
estado do Rio de Janeiro. Em 13/06/2023 Fonte: Google Earth.

3.4 Amostragem de mosquitos
3.4.1 Coleta de ovos

As coletas dos ovos foram realizadas utilizando armadilhas de ovitrampas compostas por
potes pretos de 500 mL, sem tampa, parecidos com vasos de planta (Figura 9A). Nesse
recipiente foi adicionado agua natural, restos de folhas (serrapilheira) e residuos organicos
encontrados no solo da floresta além de quatro palhetas de Eucatex (pas de oviposi¢do) medindo
2,5 cm x 14 cm, dispostas verticalmente e fixadas por um clipe n°2 (Figura 9B) (ALENCAR et
al., 2022). As ovitrampas foram instaladas nas alturas de 2m, 4m e 6m em relacéo ao nivel do
solo para verificar a distribuicao das espécies.

As palhetas foram levadas ao laboratério sendo imersas em bandejas com agua sem cloro.
Apds 3 dias as palhetas eram retiradas da agua e deixadas secar ao ar por 3 dias, sendo as larvas
eclodidas criadas em incubadoras BOD com ciclo de luz, simulando o periodo diurno e noturno,
conforme o protocolo previamente descrito por ALENCAR et al. (2015). Os ovos nao eclodidos
nas palhetas eram de novo deixados secar por 3 dias onde repetiamos o0 processo das imersdes,
conforme ja descrito, até a décima quinta imersdo caso nem todos 0s ovos tivessem eclodido.
Os ovos que ndo tivessem eclodido até a décima quinta imersdo eram incorporados a cole¢éo
do laboratério (ALENCAR et al., 2015) (Figura 10).
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Figura 10. Método de coleta de ovos com o uso de armadilha ovitrampa e dindmica de eclosdo

dos ovos em estufa tipo B.O.D em laboratdrio.
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3.4.2 Coleta de larvas e pupas

As coletas de larvas e pupas foram realizadas em criadouros naturais permanentes ou
semipermanentes (bambus, taquaras, bromélias, buraco de &rvore) e transitérios (cocos,
conchas, folhas caidas), fazendo uso de conchas entomologicas (Figuras 11A, 11C) e sugador
manual, sendo a agua despejada em bandejas, e as larvas e pupas coletadas com o auxilio de
uma pipeta Pasteur. As larvas e pupas foram coletadas e transferidas a sacos plasticos de 250
ml (Whirl-Pak® bags, BioQuip®) e transportadas ao laboratério no qual eram mantidas em
bacias contendo agua dos seus criadouros naturais e completadas com agua destilada em caso
de evaporagdo. Cada amostra era identificada quanto ao local, data, tipo de criadouro, volume
de 4gua, pH da agua, temperatura da agua e temperatura ambiente para analise neste estudo.

Foram utilizadas também armadilhas do tipo Bambu-tramp (Figura 11B), colocadas em
copas de arvores com o intuito de coletar larvas e/ou ovos de mosquitos acrodendrofilos.

A B C

¥

Figuf 11 A. Ponto amostral (Trilha verde) coleta de imaturos em raizes tabulares 11 B — Coleta
em bambu (Trilha verde) 11 C — Ponto amostral (Trilha amarela) coleta em lagoa utilizando
concha entomoldgica na Reserva Ecoldgica do Guapiacu (REGUA), Municipio de Cachoeiras

de Macacu, estado do Rio de Janeiro.

3.4.3 Captura dos espécimes adultos
As capturas dos especimes adultos foram realizadas com Técnica de Atracdo por
Humano Protegido (TAHP) e auxilio de capturadores de Castro, armadilhas luminosas de CDC

(Centers for Disease Control) e Shannon (Figura 12A e B), em seguida, os especimes foram
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transferidos para pote plastico com tampa telada com nylon (“gaiolas™) (Figura 12C). Ao final
de cada captura os adultos foram levados ao laboratério de campo onde permaneceram durante
aproximadamente 20 minutos no congelador, e acondicionados em pequenas caixas
padronizadas. Foi utilizado termo-higrometro da marca Oregon Scientific, modelo
RMR132HG, fixado no local de captura a um metro de altura do solo, para a coleta de
temperatura e umidade relativa local. As medicGes das médias de umidade, de temperatura
(méxima, minima e média compensada) e precipitacdes pluviométricas foram obtidas junto ao
Instituto Nacional de Meteorologia (INMET).

Apos a captura, 20% dos espécimes foram armazenados em tubos de criopreservagao
devidamente identificados quanto a data, ao local e ao tipo de captura e conservados em
nitrogénio liquido (N2) e, posteriormente, levados ao laboratorio onde foram imobilizados em

placa refrigerada adaptada para identificacdo das espécies e para deteccdo de Flavivirus.

A B C
Figura 12 A. Instalagdo de armadilha luminosa de CDC B - Armadilha Shannon para captura

de mosquitos. C — Armadilha de Castro e Gaiola para transporte dos mosquitos.

3.4.4 Identificacd@o dos espécimes de mosquitos

As identificacOes das espécies foram realizadas a partir da observacao direta dos caracteres
morfol6gicos evidenciaveis ao microscopio estereoscopio (Zeiss®), e com a utilizacdo de
chaves dicotbmicas elaboradas por LANE (1953a,b), CONSOLI & LOURENCO-DE-
OLIVEIRA (1994) e FORATTINI (2002). As abreviaturas dos nomes genéricos e subgeneéricos

seguem a proposta por REINERT (2009). Ap6s a determinacao especifica, todos os espécimes
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foram incorporados a Colecdo Entomoldgica do Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz, sob o titulo

de “Colecao de mosquitos da Mata Atlantica, Rio de Janeiro”.

3.4.5 Caélculo dos indices entomologicos e ecoldgicos e andlises estatisticas

Foram calculados os indices entomologicos e ecologicos para avaliar a diversidade,
abundéncia e a dindmica populacional de mosquitos nos ambientes estudados. Os indices
analisados que ajudam no entendimento da ecologia dos insetos e suas interagdes com 0 meio
ambiente foram: indice de positividade de ovitrampa (IPO), indice de densidade de ovos (IDO),
Indice de massa de ovos (IMO), indice de positividade de larvas (IPL), indice de densidade de
larvas (IDL), indice de massa de larvas (IML), Dominancia (D), Equabilidade (J), Diversidade
(H).

Para determinagdo do IPO realizamos, com auxilio da microscdpio estereoscopico, a
contagem do nimero total de ovos depositados na palheta. Essa contagem era realizada em cada
palheta trazida do trabalho de campo e o resultado € expresso em percentual.

IPO = (N° armadilhas positivas / N° ovitrampas inspecionadas x 100).

IDO = (Total de ovos nas paletas / Total de armadilhas positivas).

IMO = (N° de ovos coletados / N° ovitrampas inspecionadas).

Para o calculo do IPL, é necessario medir o volume de dgua contendo as formas imaturas.
Por exemplo, a &gua acumulada em um oco de arvore, anotamos o volume coletado e contamos
o total de larvas presentes, sendo o resultado expresso em percentual.

O IPL é calculado e expresso em percentual de acordo com a formula abaixo:

IPL = (N° total de larvas / Volume de agua coletada x 100).

IDL = (N° de larvas coletadas / Valor da area que o volume ocupa) = larvas/cm?.

Para calcular o IML, procedemos a pesagem em balanca de precisdo, de todas as larvas
presentes nos recipientes coletados por area. Posteriormente, sabendo qual a area que a agua
ocupa em cada recipiente, usamos entdo a seguinte formula:

IML = (massa total das larvas / area ocupada pela 4gua) = larvas por mg/cm?.

Diversidade (H) € uma medida que expressa a variedade e a distribuicdo das espécies em
uma comunidade ou amostra, que foi calculado pelo indice de Shannon-Wiener (H), onde
quanto maior o seu valor, maior a diversidade da amostra.

Dominancia (D) verifica a predominancia de uma espécie em uma comunidade ou amostra,
tendo por base a abundancia das espécies presentes. Para o calculo, usamos o indice de

Simpson, que avalia a probabilidade de que dois insetos escolhidos aleatoriamente pertencam
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a mesma espécie. Quanto mais proximo o valor obtido estiver de 1, significa que a dominancia
€ maior e a diversidade menor.

Equabilidade (J) é o indice que serve para expressar a uniformidade na distribuicdo das
abundancias de diferentes espécies em uma comunidade da amostra e permite avaliar quao
equitativa é a distribuicdo de individuos entre as espécies. Porém, para ser calculado, é
necessario calcular primeiro o indice de Shannon-Wiener (H), que combina riqueza e
equabilidade fornecendo uma medida da diversidade de espécies em uma comunidade. O indice
H ¢ dividido pelo logaritmo natural do nimero total de espécies da amostra. Esse indice varia
de 0 a 1 sendo que quanto mais proximo de 1, mais equitativa € a distribuicdo entre as
comunidades.

Usamos o teste de Mann-Whitney para comparar as medianas entre grupos diferentes, por
ser um teste ndo paramétrico adequado para amostras independentes que ndo seguem uma
distribuicdo normal. Esse teste permite a analise das diferencas entre grupos de forma confiavel
e eficaz.

Para andlise dos indices de similaridade, usamos o indice de Bray-Curtis.

Para a divisdo de categorias de dominancia, propostas por Friebe (1983), langamos méo da
férmula D % = (namero total de individuos da espécie / nimero total de individuos capturados)
* 100 foi utilizada para estabelecer as categorias em: eudominante (D > 10 %), dominante (D
> 5-10 %), subdominante (D = 2-5%), eventual (D = 1-2%) e raro (D < 1%).

Usamos o indice de similaridade de Morisita para avaliar a eficiéncia entre as armadilhas
TAHP, CDC e Shannon.

3.5 Deteccdo de Arbovirus em mosquitos

Foram processados, 12769 mosquitos em 1418 pools contendo entre 1 e no maximo 20
espécimes de culicideos adultos com a finalidade de ndo reduzir a eficiéncia de separagédo do
Acido Ribonucleico (RNA). Os espécimens estavam previamente identificados e separados por
espécie, sexo, tipo de armadilha, estado de ingurgitacdo, data e local de captura.

A detecgdo de arbovirus do género Flavivirus foi realizada atraves da reagdo de PCR pela
amplificacdo da regido NS5, que corresponde a Gltima parte do quadro de leitura aberto (ORF)
e codifica a proteina maior e altamente conservada, regido essa que ja foi utilizada
anteriormente para deteccdo de Flavivirus por BALEOTTI et al. (2003), PAUVOLID-
CORREA et al. (2013), CAMPOS et al. (2015), TERZIAN et al. (2015), FERREIRA-DE-
BRITO et al. (2016).
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De cada pool de insetos foi realizada a extracdo do RNA usando-se o kit High Pure Viral
RNA (Roche, USA) ou o kit RNeasy® Mini Kit (QIAGEN, Germany) ou o kit QlAamp Viral
RNA mini kit (QIAGEN, Germany). Uma vez extraido, foi realizada a quantificacdo e
verificacdo da qualidade do mesmo no espectrofotdmetro/fluordmetro Denovix-DS11 FX+
(Denovix, USA) no comprimento de onda de 260-280 nm. Posteriormente foi montado o cDNA
no mesmo dia com o uso do High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo
Fisher Scientific) seguindo o protocolo do fabricante. Essa amostra transformada
em cDNA também foi quantificada no espectrofotdmetro/fluordmetro Denovix-DS11
FX+ (Denovix, USA) no comprimento de onda de 260-280 nm.

A partir do cDNA obtido, foram realizadas as reacfes de PCR usando
iniciadores que ancoram entre os nucleotideos 8985 e 9259 do genoma dos flavivirus na
regido NS5, onde os produtos amplificados tem o tamanho esperado entre 270 e 320 pares
de base (pb), que foram visualizados em gel de agarose a 1,5% e corados com um agente
intercalante de acidos nucleicos (Brometo de Etideo). Os iniciadores usados foram modificados
e tiveram o protocolo adaptado a partir dos iniciadores descritos por Patel e colaboradores
(2013).

Em toda reacdo de PCR foram usados como controle amostras padrao positivas de Virus
Dengue, Virus da Zika, Virus da Febre Amarela e Virus da Febre do Nilo Ocidental e controle
sem amostra como controle negativo.

O mix de reacdo usado continha 10 pM dos iniciadores senso BetterFlavFW 5°-TAC AAC
ATG ATG GGG AAR CGW GAR AA-3’ ¢ BetterFlavREV 5°-GTG TCC CAG CCN GCK
GTR TCR TC-3’, tampao de reagdo 1x (100 mM Tris-HCI pH 8,8, 500 mM KCI, 0,8% Nonidet
P40), 1,5 mM MgClz, 0,2 mM dNTPs, 1 U de DNA polimerase Platinum (Thermo Fischer
Scientific, 168 Third Avenue, Walthan, MA 02451, USA) em um volume total de reagéo de 25
uL. As condigdes de ciclagem foram 95°C por 5 minutos, 35 ciclos a 95°C por 30 segundos,
54°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos e a extenséo final a 72°C por 5 minutos.

Todas as amostras que tiveram a deteccdo positiva foram quantificadas em um
espectrofotdmetro Denovix-DS11 FX+ (Denovix, USA) no comprimento de onda de 260 nm,
purificadas com o kit Cellco PCR purification kit (Cellco Biotec do Brasil Ltda, ctt.
#DPK-106L, Sédo Carlos, SP, Brazil) ou o kit QIAquick® PCR Purification (QIAGEN,
Germany) seguindo o protocolo do fabricante. As amostras purificadas foram re-
quantificadas e armazenadas em ultrafreezer a -80°C até 0 momento do sequenciamento.

A reacdo de sequenciamento foi realizada na Plataforma de Sequenciamento
RTPO1A do Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), sendo executado com o material
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contendo entre 10 e 40 ng do produto purificado de PCR no equipamento ABI3730 DNA
Analyser (Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA) seguindo o protocolo do BigDye
Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Protocol.

As sequéncias obtidas foram analisadas usando o programa Geneious R10 (Biomatters,
v.10.2.6) onde os “contigs” foram comparados com as sequéncias referéncia usando o NCBI
Blast (Basic Local Alignment Search Tool) https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Com estes resultados, podemos calcular a taxa de infeccéo estabelecendo a proporgéo de
mosquitos positivos para arbovirus em relacao ao total de mosquitos analisados, onde uma taxa
elevada pode indicar o risco de dispersdo dos patdgenos. Aliado a isso, a analise da distribuicdo
espacial, sazonalidade e fatores ambientais (temperatura, umidade, precipitacdo) podem ajudar
na analise de emergéncia.

A identificacdo dos mosquitos vetores também é uma aliada no estudo, pois algumas

espécies sdo mais eficientes na dispersdo de patogenos.
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4 RESULTADOS

4.1 Distribuicdo, abundancia e o efeito de multiplas imersfes de ovos de mosquitos em
remanescente de Mata Atlantica, Fazenda Trés Montes, Municipio de Casimiro de Abreu,
estado do Rio de Janeiro (objetivos 1 e 2)

Durante o periodo amostral, agosto de 2018 a janeiro de 2021 (2 anos e 5 meses) foram
encontradas na Fazenda Trés Montes, as seguintes espécies com importancia na transmissao de
arbovirus: Haemagogus leucocelaenus (Dyar & Shannon, 1924) (n=1068, 53%), Haemagogus
janthinomys (Dyar, 1921) (n=8, 0,4%), Aedes albopictus (Skuse, 1894) (n=519, 26%) e Aedes
terrens (Walker, 1856) (n=414, 21%). A abundancia das espécies de Aedes apresentaram
similaridades, enquanto as espécies de Haemagogus foram encontradas em quantidades
diferenciadas. Foi constatada a dominancia de Hg. leucocelaenus e apresentando nimeros
maiores (n = 1068) quando comparada com Hg. janthinomys (n = 8). A abundancia de uma
espécie comparada com a outra foi fortemente divergente notando-se uma diferenca

estatisticamente significativa (p = 4.65%) entre elas.

4.1.1 Sazonalidade das espécies de mosquitos com importancia médica entre agosto de
2018 a janeiro de 2021 na Fazenda Trés Montes.

A espécie mais abundante no periodo do inverno foi Ae. albopictus, que foi a segunda mais
abundante no verdo e no outono. Haemagogus leucocelaenus foi a espécie mais abundante em
todas as estacGes do ano com excecdo do inverno. A maior abundancia de Ae. terrens foi
observada no verdo, representando 29% das espécies com importancia médica coletadas na
Fazenda Trés Montes. Foi possivel observar que estacdo climéatica do verdo favoreceu a
abundancia da maioria das espécies com importancia médica com: 39% de Hg. leucocelaenus,
31% de Ae. albopictus e 29% de Ae. terrens.

Levando em consideracdo a abundéncia das espécies vetoras de arbovirus encontradas, as
estacBes climaticas mais similares entre si de acordo com o indice de Bray-Curtis foram

primavera e outono (Figura 13).
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Figura 13. indice de Similaridade de Bray-Curtis. Estac@es climaticas do ano da area de coleta
de Fazenda Trés Montes, Municipio de Casimiro de Abreu, estado do Rio de Janeiro, periodo

de agosto de 2018 a janeiro de 2021.

Analisando os indices Entomoldgicos Indice de Positividade de Ovitrampa (IPO), indice
de Densidade de Ovos (IDO) e indice Médio de Ovos (IMO) e IPL? por més, de agosto de 2018
a janeiro de 2021 na Fazenda Trés Montes, Rio de Janeiro, Brasil (Tabela 1 e Figura 14),
evidenciamos que os maiores IPO foram observados entre 0s meses de outubro de 2018 até
abril de 2019 (variando entre 0,73 e 0,87), novembro de 2019 (IPO = 0,87), janeiro de 2020
(IPO =0,80) e novembro de 2020 (IPO = 0,80). Quanto ao indice de densidade de ovos (IDO),
as maiores densidades foram observadas nos meses de novembro de 2018 (IDO = 88,50), marco
de 2019 (IDO =90,33), novembro de 2019 (IDO = 111,15), dezembro de 2019 (IDO = 118,90),
e janeiro de 2020 (IDO = 115,00). O indice de positividade de larvas (IPL) acompanhou o0s
indices IPO e IDO em outubro a abril de 2019 (IPL = 0,60 a 0,87), novembro de 2019 (IPD =
0,87), dezembro e janeiro de 2020 com indices iguais (IPL = 0,67) e novembro 2020 (IPL =
0,80).
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Tabela 1. indices Entomolégicos (IPO, IDO, IMO, IPL, IDL e IML), da area amostral Fazenda

Trés Montes, Municipio de Casimiro de Abreu, estado do Rio de Janeiro, Brasil, periodo de

agosto de 2018 a janeiro de 2021.

Més/Ano IPO (%) IDO (n) IMO (n) IPL (%) IDL(n) IML (n) Ovos Larvas
ago/18 0,13 3,87 3.60 0.27 7.25 1.93 54 29
set/18 0,40 25,83 10.33 0.40 21.67 8.67 155 130
out/18 0,73 29,91 21.93 0.60 31.44 18.87 329 283
nov/18 0,80 88,50 70.80 0.70 81.86 57.30 708 573
jan/19 0,73 47,73 35.00 0.60 42.22 25.33 525 380
fev/19 0,80 22,92 18.33 0.60 22.67 13.60 275 204
mar/19 0,80 90,33 72.27 0.73 60.73 44.53 1084 668
abr/19 0,87 66,77 57.87 0.87 53.46 46.33 868 695
mai/19 0,40 27,00 10.80 0.40 19.17 7.67 162 115
jun/19 0,27 16,25 4.33 0.20 16.33 3.27 65 49
jul/a9 0,07 4,00 0.27 0.07 2.00 0.13 4 2
ago/19 0,20 1,33 0.27 0.20 1.00 0.20 4 3
set/19 0,40 6,67 2.67 0.07 14.00 0.93 40 14
out/19 0,53 12,43 5.80 0.27 7.75 2.07 87 31
nov/19 0,87 111,15  96.33 0.87 78.08 67.67 1445 1015
dez/19 0,67 118,90  79.27 0.67 96.80 64.53 1189 968
jan/20 0,80 115,00  92.00 0.67 116.80 77.87 1380 1168
fev/20 0,53 44,38 23.67 0.47 26.86 12.53 355 188
mar/20 0,47 27,29 12.73 0.47 17.86 8.33 191 125
mai/20 0,33 20,40 6.80 0.33 15.80 5.27 102 79
jun/20 0,07 7,00 0.47 0.07 3.00 0.20 7 3
ago/20 0,27 22,75 6.07 0.27 18.50 4.93 91 74
set/20 0,07 30,00 2.00 0.07 7.00 0.47 30 7
out/20 0,47 17,29 8.07 0.47 7.29 3.40 121 51
nov/20 0,80 74,42 59.53 0.80 26.42 21.13 893 317
dez/20 0,47 68,57 32.00 0.67 33.90 22.60 480 339
jan/21 0,60 14,78 8.87 0.00 0.00 0.00 133 0

45



Figura 14. indices Entomoldgicos da area amostral da Fazenda Trés Montes, Municipio de
Casimiro de Abreu, estado do Rio de Janeiro, Brasil, periodo de agosto de 2018 a janeiro de
2021.

4.1.2 Correlacdo das variaveis climaticas temperatura, umidade e precipitacdo com as
espécies de mosquitos Haemagogus leucocelaenus, Haemagogus janthinomys, Aedes
albopictus e Aedes terrens na Fazenda Trés Montes.

Para essa analise, montamos um gréafico de correspondéncia candnica, para compreender
a relacdo entre quatro espécies de mosquitos e varidveis ambientais (temperatura, umidade e
precipitacdo). As especies de mosquitos estdo representadas por pontos azuis, enquanto 0s
vetores (linhas verdes) indicam a influéncia das varidveis ambientais, 0s valores nos eixos X
(abscissa) e y (ordenada) indicam os pesos das variaveis na combinagdo linear resultante.
Analisando os vetores do gréfico, podemos verificar a forga entre as variaveis independentes.
Devemos considerar que cada ponto no grafico representa uma observagdo no conjunto de
dados e essa distancia entre os pontos reflete a similaridade entre as variaveis analisadas. Diante
disso, Hg.s leucocelaenus apresentou uma correlagdo positiva (r = 0.41) e estatisticamente
significativa (p = 0,025) com a temperatura. Aedes terrens apresentou uma correlacdo positiva
(r = 0,437) e significativa (p = 0,016) com essa mesma variavel ambiental e a umidade, j& Ae.
albopictus demonstrou ter uma correlacao positiva (r = 0,46) e significativa (p = 0,010) com a

precipitacdo (Figura 15).
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Figura 15. Correspondéncia Canonica. Variaveis climaticas e espécies de mosquitos vetoras
de arbovirus na area de coleta da Fazenda Trés Montes, Municipio de Casimiro de Abreu,

estado do Rio de Janeiro, Brasil, periodo de agosto de 2018 a janeiro de 2021.

4.1.3 Eclosdo de larvas de mosquitos na primeira imersao de ovos em comparagdo com
imersdes posteriores ao longo das estacdes climaticas do ano.

As eclosdes dos ovos de culicideos coletados durante o periodo de agosto de 2018 a
janeiro de 2021, foram comparadas de acordo com a estagdo climatica do ano na qual foram
coletados. Na estacéo do verdo a porcentagem de ovos eclodidos na primeira imerséo (48%) foi
similar a de ovos eclodidos nas subsequentes imersdes (52%). A estacdo da primavera, assim
como a estacdo do verdo, também apresentou porcentagens de eclosdes similares, com 56% dos
ovos eclodindo na primeira imersao e 44% nas demais. Em contrapartida, durante a estacdo do
inverno foi apresentada uma diferenca extrema no ndmero de eclosdes entre as imersdes, com
a maioria dos ovos (98%) eclodindo na primeira imersdo e apenas 2% eclodindo nas imersdes
subsequentes. O comportamento de eclosdo de ovos de culicideos no periodo do outono foi
similar ao inverno, porém com uma diferenca consideravelmente menor entre 0 nimero de ovos
eclodidos na primeira imersdo (67%) e nas demais (33%), mas assim como no periodo do

inverno, a maioria dos ovos eclodiram na primeira imersédo (Tabela 2).
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Tabela 2. Ovos de mosquitos que eclodiram por estacdo climatica na primeira imersdo e em
imersBes subsequentes na area amostral da Fazenda Trés Montes, Municipio de Casimiro de

Abreu, estado do Rio de Janeiro, Brasil, periodo de agosto de 2018 a janeiro de 2021.

Estacdo Primeira imersdo Imersfes posteriores Total
Verdo 367 (48%) 401 (52%) 768
Outono 271 (67%) 132 (33%) 403
Inverno 253 (98%) 6 (2%) 259
Primavera 321 (56%) 255 (44%) 576

O perfil de eclosdo de ovos durante estacdo climatica do verdo e da primavera foram
similares, levando em consideragdo que as eclosdes ocorreram abundantemente tanto na
primeira quanto nas imersdes subsequentes. Ja nos periodos do inverno e outono, a maioria dos
ovos eclodiu na primeira imersao e um nimero menor eclodiu nas subsequentes imersdes, Odds

ratio de 0,03 e 0,54 respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3. Porcentagem de ovos de mosquitos que eclodiram por estacéo climatica na primeira

e nas imersdes subsequentes na Fazenda Trés Montes entre agosto de 2018 a janeiro de 2021.

Estacéo mggg{;’l plons]é rrsi(c))szs Total Odd ratio 95% ClI
Primavera 321 (56%) 255 (44%) 576
Verdo 367 (48%) 401 (52%) 768 1,38 1,71; 1,11
Outono 271 (67%) 132 (33%) 403 0,54 0,70; 0,41
Inverno 253 (98%) 6 (2%) 259 0,03 0,07; 0,01

*QOs dados mostram porcentagens de ovos que eclodiram nas primeiras e subsequentes
imersBes por estacdo climatica, e em parénteses as frequéncias relativas dos ovos eclodidos em
relacdo ao total de ovos eclodidos (expressos como porcentagens). A estacdo climatica da

primavera foi utilizada como valor de referéncia para calcular a razdo de probabilidade.

4.1.4 Espécies de mosquitos com importancia médica por armadilha de ovitrampa na
Fazenda Trés Montes, municipio de Casimiro de Abreu, estado do Rio de Janeiro entre
agosto de 2018 a janeiro de 2021.

Das 15 ovitrampas instaladas durante o estudo, as que apresentaram 0 maior numero de
individuos foram a 2, coordenadas 22°31°40.1S 42°02°58.6W (n = 407), e a 7, coordenadas
22°31°49.5S 42°02°56.3W (n = 289), equivalentes a 20% e 14%, respectivamente, de todos 0s
culicideos coletados (Figura 16). Existe a possibilidade de que o ponto amostral onde estava

instalada a armadilha 2 tenha sofrido uma maior influéncia devido a circulagdo humana que

48



frequentava essa &rea para acessar um mirante utilizado para observar a paisagem do local. Ja
no ponto amostral da armadilha 7 foi constatada uma forte presenca de primatas ndo humanos
0 que possivelmente favoreceu a maior abundancia de culicideos. Aedes albopictus foi muito
presente nas ovitrampas 1 (n = 114) e 2 (n = 247), sendo essa Gltima a que apresentou 0 maior
namero de individuos dessa espécie. Haemagogus leucocelaenus foi muito abundante na

ovitrampa 7 (n = 235), sendo que essa espécie apresentou abundancia elevada em todas as
outras ovitrampas (Figura 17).
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Figura 16. Localizacdo das armadilhas de ovitrampas de 1 a 8 na Fazenda Trés Montes,

Municipio de Casimiro de Abreu, estado do Rio de Janeiro, Brasil fonte: Google Maps adaptada
no Office 365.
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Haemagogus leucocelaenus Haemagogus janthinomys Aedes albopictus Aedes terrens

Figura 17. Matrix Plot. Espécies de mosquitos vetoras por ovitrampa (numeradas de 1 a 15),
na area de coleta de Fazenda Trés Montes, Municipio de Casimiro de Abreu, estado do Rio de

Janeiro, Brasil, periodo de agosto de 2018 a janeiro de 2021.

4.1.5 Proporcao de fémeas e machos por espécie de mosquitos Haemagogus leucocelaenus,
Haemagogus janthinomys, Aedes albopictus e Aedes terrens na Fazenda Trés Montes,
municipio de Casimiro de Abreu, estado do Rio de Janeiro entre agosto de 2018 a janeiro
de 2021.

A porcentagem de exemplares fémeas de Hg. leucocelaenus foi 10% maior que a de
machos. Haemagogus janthinomys apresentou o numero de fémeas (62,5%) também superior
quando comparado aos exemplares de machos (37,5%). Em contrapartida nas espécies do
género Aedes, o numero de machos foi superior ou muito similar ao nimero de fémeas. A
espécie Ae. terrens apresentou aproximadamente 10% mais machos do que fémeas (F = 44,7,
M = 55,3). Aedes albopictus apresentou porcentagens muito similares de machos e fémeas (F
=50,1; M =49,9) (Figuras 18 e 19).
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Figura 18. Porcentagens de fémeas e machos de espécies de mosquitos com importancia
médica. Fazenda Trés Montes, Municipio de Casimiro de Abreu, estado do Rio de Janeiro,

Brasil, periodo de agosto de 2018 a janeiro de 2021.

Embora o nimero total de fémeas que emergiram tenha sido maior que o de machos, em
algumas ovitrampas individuais, o nimero de machos superou o de fémeas, apresentando
diferenca expressiva. Foi feita a razdo do numero de machos com o nimero de fémeas,
montando um grafico Box Plot, de forma que, niUmeros positivos no grafico representam uma
maior quantidade de fémeas encontradas nas ovitrampas e 0s nameros negativos (-0.01) a
quantidade de machos. A linha mediana dentro do box, é o valor que divide a amostra ao meio,
as hastes apresentam a dispersdo dos dados, e os valores entre -0.01 e 0.01 indicam uma relacéo

estreita nas proporcdes evidenciando maior quantidade de fémeas (Figura 19).
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Figura 19. Variacdo das proporcoes de fémeas e machos de espécies de mosquitos com
importancia médica. Fazenda Trés Montes, Casimiro de Abreu, estado do Rio de Janeiro,

Brasil, no periodo de agosto de 2018 a janeiro de 2021.

Analisando a porcentagem de eclosfes de cada espécie por imersdo, observamos que a
espécie Ae. albopictus foi a que apresentou a quase totalidade de ovos eclodidos logo nas
primeiras imersdes. Em contrapartida, Hg. janthinomys, foi a que apresentou menor percentual
de eclosdes durante as primeiras imersdes e pode-se observar que a partir da sétima imersao,
foi atingida a eclosdo acima de 50% dos ovos e a quase integralidade de ovos eclodidos se deu

apenas na décima quinta imerséao (Figura 20).
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Figura 20. Porcentagem cumulativa total de eclosdes de cada espécie de mosquitos por imersdo
(A). Porcentagem de eclosdes de fémeas (B) e machos (C). Fazenda Trés Montes, Municipio

de Casimiro de Abreu, agosto de 2018 a janeiro de 2021.
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4.2 Distribuicdo das espécies de mosquitos em diferentes alturas, tendéncia do nimero de
ovos ao longo dos meses, influéncia das variaveis ambientais na abundancia de ovos na
area da Fazenda Trés Irmaos, Municipio de Silva Jardim, estado do Rio de Janeiro
(objetivo 3).

4.2.1 Eclosédo de larvas dos ovos de mosquitos nas ovitrampas da Fazenda Trés Irmaos,
Municipio de Silva Jardim, estado do Rio de Janeiro de margo de 2020 a outubro de 2022.
Considerando o conjunto total de ovos de culicideos coletados (n = 1514) na Fazenda
Trés Irmados e a eclosdo de larvas conforme a metodologia ja descrita; identificamos uma
diferenca estatisticamente significativa (p <0,01; p = 0,0004) entre o niUmero de ovos eclodidos
(n = 361) e ndo eclodidos (n = 1153). Destaca-se que a predominancia observada foi de ovos
néo eclodidos, representando 76% do total (Figura 21).
Observamos que 50% dos ovos eclodidos eram de culicideos de importancia médica, sendo
que 24% destes correspondiam a espécie Hg. leucocelaenus, importante vetor na transmissao
do virus da febre amarela (VFA) (DE ABREU et al., 2019).
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Figura 21. Média e desvio padrdo do nimero de ovos eclodidos e ndo eclodidos coletados na
Fazenda Trés Irméos, municipio de Silva Jardim, estado do Rio de Janeiro, no periodo de margo
2020 a outubro de 2022.

Houve diferenga muito significativa (p < 0,01) entre o total de ovos coletados no periodo
seco e chuvoso (p = 0,0026), com mais ovos coletados no periodo chuvoso (87%). O periodo

seco apresentou a maior diferenca entre o nimero de ovos eclodidos e ndo eclodidos (52%),
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sendo maior o numero de ovos coletados ndo eclodidos. O periodo chuvoso, apesar de também
apresentar um maior nimero de ovos ndo eclodidos, teve uma diferenca menor (33%) entre 0s
dois. Foram encontrados mais ovos eclodidos no periodo chuvoso do que no periodo seco. Do
total de ovos coletados, a porcentagem de ovos eclodidos no periodo chuvoso foi de 29%,
enquanto no periodo seco foi de apenas 3%. Nesse caso, a sazonalidade parece ter influenciado
a eclosdo dos ovos. Provavelmente a pluviosidade estimulou a eclosdo de uma quantidade maior

de ovos e em um menor periodo (Figura 22).
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Figura 22. Numero de ovos coletados no periodo seco e chuvoso (A). NUimero de ovos
eclodidos e ndo eclodidos no periodo chuvoso (B) Nimero de ovos eclodidos e ndo no periodo
seco (C). Fazenda Trés Irmé&os, municipio de Silva Jardim, estado do Rio de Janeiro, no periodo
de marco 2020 a outubro de 2022.
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4.2.2 Distribuicdo das espécies de mosquitos presentes nas ovitrampas instaladas em
diferentes alturas na Fazenda Trés Irmaos, Municipio de Silva Jardim, estado do Rio de
Janeiro de marco de 2020 a outubro de 2022.

A espécie com a maior abundancia encontrada nas ovitrampas colocadas em diferentes
alturas em relag&o ao nivel do solo (solo, 2 m, 4 m e 6 m) foi Hg. leucocelaenus, representando
98% dos mosquitos com importancia médica encontrados. A outra Unica espécie encontrada foi
Hg. janthinomys (2%). Com relacdo a distribuicdo da espécie mais abundante, Hg.
leucocelaenus, a maioria dos individuos foram registrados nas alturas de 2 m (53%) e 6 m
(33%) (Tabela 4).

Tabela 4. Relacdo da distribuicdo das espécies de mosquitos por altura, na Fazenda Trés
Irmaos, municipio de Silva Jardim, estado do Rio de Janeiro, periodo de mar¢o 2020 a outubro
de 2022.

Espécie / Altura Solo 2m 4m 6m
Hg. leucocelaenus 3 29 5 18
Hg. janthinomys 0 1 0 0

Total 3 30 5 18

4.2.3 Tendéncia do numero de ovos ao longo dos meses de coleta na Fazenda Trés Irmaos,

Municipio de Silva Jardim, estado do Rio de Janeiro de marc¢o de 2020 a outubro de 2022.

Durante o periodo de coleta (margo 2020 a outubro de 2022) o nimero de ovos apresentou
alguns picos expressivos nos meses de dezembro de 2020 (n = 252), novembro de 2021 (n =
188) e janeiro de 2022 (n= 252), todos compreendendo a estacdo chuvosa dos meses de verao.
O més de dezembro de 2020 apresentou a média mais alta de temperatura do ano (22,4°C) e
um alto nivel de pluviosidade (4,3 mm) quando comparada com os demais meses de 2020.
Janeiro de 2022 também foi marcado pela maior média de temperatura do ano (22,8 °C) (INPE
2023). As abundancias mais baixas foram observadas nos meses de maio e agosto de 2021 com
numero de ovos igual a zero. Essas abundancias menores correspondem aos meses do outono
e inverno da estacdo seca, sendo que esses meses apresentaram baixas médias de temperatura e

pluviosidade com valor igual a zero (Figura 23).
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Figura 23. Tendéncia do numero de ovos coletados por més, no periodo de mar¢o 2020 a

outubro de 2022 na Fazenda Trés Irméos, Municipio de Silva Jardim, estado do Rio de Janeiro.

4.2.4 Influéncia das variaveis ambientais na abundancia de ovos de mosquitos na Fazenda

Trés Irmaos, Municipio de Silva Jardim, estado do Rio de Janeiro de marco de 2020 a
outubro de 2022.

Houve uma correlacdo positiva e ndo significativa (r = 0,607) entre o nimero de ovos de

culicideos e a temperatura e uma correlacao positiva, porém fraca entre 0 nimero de ovos € a
pluviosidade (r = 0,222) (Figura 24).
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Figura 24. Regressdo linear entre 0 numero de ovos coletados e as variaveis ambientais
temperatura (A) e pluviosidade (B). Fazenda Trés Irméos, Municipio de Silva Jardim, estado
do Rio de Janeiro de margo de 2020 a outubro de 2022.
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4.2.5 Correlacdo das variaveis ambientais com espécies de mosquitos importancia médica
na Fazenda Trés Irmaos, Municipio de Silva Jardim, estado do Rio de Janeiro de margo
de 2020 a outubro de 2022.

Houve uma correlacdo positiva entre Hg. leucocelaenus e as variaveis ambientais de
temperatura (r = 0,303) e umidade (r = 0,48). Aedes terrens também apresentou correlacao
positiva com a temperatura (r = 0.164) e a umidade (r = 0,21). Haemagogus janthinomys teve
uma correlagdo positiva e estatisticamente significativa (p <0,05) com a pluviosidade (r=0,86)

(Figura 25).
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Figura 25. Correlagdo entre as espécies de mosquitos com importancia medica (Hg.
leucocelaenus, Hg. janthinomys e Ae. terrens) e as variaveis ambientais temperatura (°C),
pluviosidade (mm) e umidade (%). Quanto mais intenso o azul, maior correlacdo positiva,
destaque cinza para dado significativo. Fazenda Trés Irmé&os, Municipio de Silva Jardim, estado
do Rio de Janeiro de margo de 2020 a outubro de 2022.

4.3 Avaliagdo da composicdo faunistica de imaturos de mosquitos quanto a diversidade,
abundancia, dominancia e similaridade na area do Sitio Terra Boa, municipio de Silva
Jardim, estado do Rio de Janeiro de setembro de 2022 a marco de 2023 (objetivo 4).

A maior diversidade foi observada no més de dezembro de 2022 (H = 1,72). O segundo
maior indice de diversidade de Shannon e o maior indice de equabilidade foi observado em
setembro de 2022 (H = 1,71; J = 0,78). Os maiores indices de dominancia foram observados
nos meses de outubro e novembro 2022, ambos com indice de D = 0,48, com alta abundancia
populacional de Culex (Carrollia) iridescens. A menor diversidade foi observada no més de

novembro de 2022 (H = 0,93). Os meses com as maiores abundancias de culicideos foram
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dezembro de 2022 (n = 343) e margo de 2023 (n = 307); 0 més que apresentou a menor
abundancia foi janeiro de 2023 (n = 47). Considerando o periodo total de estudo, a espécie mais
abundante foi Culex (Carrollia) iridescens (n = 718; 51%), seguida de Culex (Microculex)
pleuristriatus (n = 239; 17%) (Tabela 5).

De acordo com a anéalise multivariada de similaridade de Bray-Curtis, foi constatado que
0s meses mais similares entre si foram setembro e novembro de 2022 (0,62) e outubro e
dezembro de 2022 (0,53). No entanto, foi observado que 0 més de marco de 2023 apresentou
uma alta similaridade com os meses de setembro e novembro de 2022 (0,60 e 0,62)
respectivamente. Entretanto, o més mais diferente e destoante de todos os outros foi janeiro de
2023 (Figura 26).
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Tabela 5. Abundéancia e indices de dominancia (H), diversidade de Shannon e equabilidade (J)

de mosquitos coletados por més no Sitio Terra Boa, Municipio de Silva Jardim, estado Rio de

Janeiro, periodo de setembro de 2022 a marco de 2023.

set/22 | out/22 | nov/22 | dez/22 | jan/23 | fev/23 | mar/23

Ae. (Oc.) scapularis (Rondani, 1848) 0 0 0 0 4 0 0
Ae. (Pro.) terrens (Zavortink, 1972) 3 7 14 23 0 0 0
Ae. (St.) albopictus (Skuse, 1895) 0 0 0 10 0 0 12
Cx. (Car.) iridescens (Lutz, 1905) 60 192 126 98 0 48 195
Cx. (Mcx.) neglectus (Lutz, 1904) 0 0 0 0 0 4 0
Cx. (Mcx.) pleuristriatus (Theobald, 1903) 6 0 50 116 0 34 34
Cx. (Mcx.) retrosus (Lane & Whitman, 1951) 0 5 0 0 0 0 0
Cx. (Microculex) sp. (Theobald, 1907) 13 14 0 4 0 0 0
Hg. (Hag.) janthinomys (Dyar, 1921) 3 0 0 0 0 0 0
Li. durhamii (Theobald, 1901) 18 0 6 0 0 0 24
Li. pseudomethisticus (Bonne-Wepster & Bonner,

1020) 9 0 0 0 0 0 6
Tx. bambusicolus (Lutz & Neiva 1913) 0 7 0 0 0 4 0
Tx. cf, trichopygus (Lutz, 1904) 0 5 0 4 0 0 0
Tx. cf, violaceus (Wiedemann, 1820) 0 0 0 4 0 0 0
Toxorhynchites sp. (Theobald, 1901) 0 0 0 7 0 0 0
Tr. digitatum (Rondani, 1848) 0 0 0 26 28 0 36
Wy. (Pho.) edwardsi (Lane & Cerqueira, 1942) 25 37 0 53 12 1 0
Wy. (Spi.) bourrouli (Lutz, 1905) 0 5 0 0 0 0 0
Wy. (Wyo.) arthrostigma (Lutz, 1905) 3 13 0 0 0 4 0
Wyeomyia sp. (Theobald, 1901) 0 0 0 0 4 0 0
Total 139 282 195 343 47 95 307
Dominancia (D) 0,25 0,48 0,48 0,23 0,42 0,39 0,44
Diversidade de Shannon (H) 1,71 1,22 0,93 1,72 1,08 1,16 1,19
Equidade (J) 0,78 0,55 0,67 0,75 0,78 0,65 0,66
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Figura 26. Indice de similaridade de Bray-Curtis entre os meses de coleta, no Sitio Terra Boa,
Municipio de Silva Jardim, estado do Rio Janeiro, periodo de setembro de 2022 a mar¢o de
2023.

Levando em consideracdo os indices ecoldgicos por criadouro para o periodo total do
estudo (setembro de 2022 a marco de 2023), o que apresentou a maior diversidade foi a
bromélia (H = 1,28). Em contrapartida, a menor diversidade foi observada na folha caida (H =
0,64), embora tenha apresentado baixa diversidade, esse criadouro teve o maior indice de
equabilidade quando comparado aos demais (J = 0,92). O maior indice de dominancia foi o do
bambu (D = 0,64), com alta abundéncia da espécie Culex (Carrollia) iridescens (n = 718)
(Figura 27).
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Figura 27. Abundancias de mosquitos e indices ecologicos, Diversidade (H), Dominancia (D)
e Equabilidade (J) por criadouro, na area de coleta Sitio Terra Boa, Municipio de Silva Jardim,

estado do Rio de Janeiro, periodo de setembro de 2022 a marco de 2023.

Espécies de culicideos eudominantes incluiram: Culex (Carrollia) iridescens (n = 718;
51%) e Culex (Microculex) pleuristriatus (n = 239; 17%). Espécies classificadas como
dominantes incluiram: Trichoprosopon digitatum (n = 90; 6,4%) e Wyeomyia (Phoniomyia)
edwardsi (n = 128; 9,1%). Espécies classificadas como raras incluiram: Aedes (Ochlerotatus)
scapularis (n = 4; 0,2%), Culex (Microculex) neglectus (n = 4; 0,2%), Culex (Microculex)
retrosus (n = 5; 0,3%), Haemagogus janthinomys (n = 3; 0,2%), Toxorhynchites trichopygus (n
= 8; 0,6%) e Toxorhynchites violaceus (n = 4; 0,2%) (Tabela 6).
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Tabela 6. Espécies de mosquitos coletados por categoria de abundancia no Sitio Terra Boa,
Municipio de Silva Jardim, estado do Rio de Janeiro, no periodo de setembro de 2022 a marco
de 2023.

Abundancia % Categoria
Ae. (Oc.) scapularis (Rondani, 1848) 4 0,2% raro
Ae. (Pro.) terrens (Zavortink, 1972) 46 3,3% subdominante
Ae. (St.) albopictus (Skuse, 1895) 22 1,6% eventual
Cx. (Car.) iridescens (Lutz, 1905) 718 51% eudominante
Cx. (Mcx.) neglectus (Lutz, 1904) 4 0,2% raro
Cx. (Mcx.) pleuristriatus (Theobald, 1903) 239 17% eudominante
Cx. (Mcx.) retrosus (Lane & Whitman, 1951) 5 0,3% raro
Cx. (Mcx.) sp. (Theobald, 1907) 30 2,1% subdominante
Hg. janthinomys (Dyar, 1921) 3 0,2% raro
Li. durhamii (Theobald, 1901) 48 3,4% | subdominante
Li. pseudomethisticus (Bonne-Wepster & Bonner, 1920) 15 1,1% eventual
Tx. bambusicolus (Lutz & Neiva 1913) 11 0,8% eventual
Tx. cf, trichopygus (Lutz, 1904) 8 0,6% raro
Tx. cf, violaceus (Wiedemann, 1820) 4 0,2% raro
Tx. sp. (Theobald, 1901) 7 0,5% raro
Tr. digitatum (Rondani, 1848) 90 6,4% dominante
Wy. (Pho.) edwardsi (Lane & Cerqueira, 1942) 128 9,1% dominante
Wy. (Spi.) bourrouli (Lutz, 1905) 5 0,3% raro
Wy. (Wyo.) arthrostigma (Lutz, 1905) 20 1,4% eventual
Wy. sp. (Theobald, 1901) 4 0,2% raro

64



4.4 Avaliacdo da fauna de mosquitos quanto a abundéancia, riqueza, dominéancia,
diversidade e equabilidade na area da Reserva Ecologica do Guapiagu, municipio de
Cachoeiras de Macacu, estado do Rio de Janeiro de marco de 2023 a fevereiro de 2024
(objetivo 5).

4.4.1 - Indices ecoldgicos de mosquitos adultos dos géneros Aedes, Aedeomyia, Anopheles,
Coquillettidia, Culex, Mansonia, Psorophora e Uranotaenia encontrados nas Trilha
Amarela entre marco de 2023 a fevereiro de 2024.

Ao considerar as capturas realizadas com a Técnica de Armadilha Humana Protegida
(TAHP), armadilhas luminosas de CDC e Shannon, identificamos 25 espécies de culicideos
(Tabela 7).

A armadilha Shannon destacou-se pela maior abundancia absoluta de culicideos, com
305 espécimes, 0 que representa 75% do total coletado por todos os métodos. Além disso, a
Shannon apresentou a maior riqueza de espécies (S=19) e diversidade (H=2,17). A armadilha
CDC, por sua vez, exibiu a segunda maior riqueza (S=13) e diversidade (H=1,96). Embora a
TAHP tenha apresentado uma baixa riqueza de espécies (S=6) e diversidade (H=1,37), foi a
que exibiu um elevado indice de dominancia (D=0,35), com a espécie Coquillettidia (Rhy)
fasciolata predominando, correspondendo a 54% dos individuos coletados por esse método
(Quadro 3).

Quadro 3. Indices ecoldgicos dos mosquitos capturados na Trilha Amarela por tipo de
armadilha, Reserva Ecoldgica do Guapiacu, municipio de Cachoeiras de Macacu, estado do Rio
de Janeiro, no periodo de marco de 2023 a fevereiro de 2024.

AHP CcDC SHANNON
Abundancia 35 67 305
Riqueza S 6 13 19
DominanciaD 0,35 0,23 0,16
Diversidade 1,37 1,96 2,17
Equabilidade J 0,76 0,76 0,74

Escala de interpretagdo das cores
Menor valor Maior valor
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Ao avaliar a semelhanca de eficiéncia entre as armadilnas CDC, TAHP e Shannon com

base no indice de similaridade de Morisita (mede a similaridade entre duas comunidades),

constatamos que as armadilhas mais semelhantes foram a Shannon e a TAHP. Além disso,

observamos que as espécies comuns entre a Shannon e a TAHP foram Cg. (Rhy.) fasciolata,
Ma. (Man.) titillans e Aedes (Och.) scapularis (Figura 28, Tabela 7).

Tabela 7. Abundancia relativa de adultos de mosquitos capturados por armadilhas do tipo
TAHP, CDC e Shannon na Trilha Amarela, &rea da Reserva Ecoldgica do Guapiagu, municipio
de Cachoeiras de Macacu, estado do Rio de Janeiro, no periodo de marco de 2023 a fevereiro

de 2024.
CD
TAHP | C SHANNON | Total

Ae. (Stg.) albopictus (Skuse 1894) 1 1 0 2
Ad. (Ady.) squamipennis (Lynch Arribalzaga 1878) 0 1 3 4
Ae. (Och.) scapularis (Rondani), 1848 5 0 1 6
Ae. (Och.) serratus (Theobald, 1901) 0 0 3 3
An. (Nys.) albitarsis (Lynch Arribalzaga, 1878) 0 8 43 51
An. (Nys.) deaneorum (Rosa-Freitas, 1989) 0 0 2 2
An. (Nys.) evansae (Brethes1926) 0 0 42 42
An. evandroi (Lima, 1937)/ An. punctimacula (Dyar &

Knab, 1906) 0 0 1 1
An. (Ano.) maculipes (Theobald, 1903) 0 0 4 4
Ch. fajardi (Lutz, 1904) 0 0 1 1
Cg. (Rhy.) chrysonotum (Peryassu 1922) 0 1 2 3
Cq. (Rhy.) albicosta (Peryassu 1908) 0 2 14 16
Cq. (Rhy.) fasciolata (Lynch Arribalzaga 1891) 19 6 93 118
Cq. (Rhy.) juxtamansonia (Chagas 1907) 4 0 8 12
Cq. (Rhy.) venezuelensis (Theobald, 1912) 0 3 22 25
Cx. (Mel.) cf. clarki (Casal, 1963) 0 0 21 21
Cx. (Mel.) cf. erraticus (Dyar & Knab, 1906) 0 2 0 2
Cx. (Mel.) cf. pereyrai (Duret, 1967)) 0 0 2 2
Ma. (Man.) indubitans (Dyar & Shannon, 1925) 0 1 0 1
Ma. (Man.) titillans (Walker1848) 4 29 37 70
Ps. (Jan.) ferox (Humboldt1819) 2 0 0 2
Ur. (Ura.) calosomata (Dyar & Knab, 1907) 0 0 2 2
Ur. (Ura.) geometrica (Theobald, 1901) 0 4 0 4
Ur. (Ura.) pulcherrima (Lynch Arrib4lzaga, 1891) 0 6 4 10
Ur. (Ura.) davisi (Lane, 1943) 0 3 0 3
Total 35 67 305 407
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Figura 28. indice de similaridade Morisita entre as armadilhas TAHP, CDC e Shannon usadas
na Trilha Amarela, Reserva Ecoldgica do Guapiacu Municipio de Cachoeiras de Macacu,

periodo de mar¢o de 2023 a fevereiro de 2024.

4.4.2 - Indices ecoldgicos de mosquitos adultos Anopheles, Aedes, Culex, Haemagogus,
Limatus, Psorophora, Rhynchotaenia, Sabethes, Trichoprosopon e Wyeomyia encontrados
nas Trilha Verde entre marco de 2023 a fevereiro de 2024.

Na Trilha Verde, a TAHP, revelou a maior abundancia absoluta de culicideos, com 56
espécimes capturados, além de apresentar a maior riqueza de espécies (S=13) e diversidade
(H=2,2). A armadilha Shannon foi a segunda em termos de riqueza (S=5) e diversidade
(H=1,56). A armadilha CDC, por outro lado, exibiu baixa riqueza (S=2) e diversidade (H=0,33),
combinadas com um elevado indice de dominancia (D=0,82) (Tabela 8, Quadro 4

Avaliamos as eficiéncias das armadilhas TAHP, CDC e Shannon usando o indice de
similaridade Morisita, sendo possivel verificar que as metodologias de Shannon e TAHP foram
as mais similares entre si, observando que as espécies comuns entre as duas armadilhas foram

Rhynchotaenia (Run.) reverva, Aedes argyrothorax e Anopheles cruzii (Quadro 4, Figura 29).
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Tabela 8. Abundancia relativa de adultos de mosquitos capturados por método de armadilhas
do tipo TAHP, CDC e Shannon na Trilha Verde area da Reserva Ecoldgica do Guapiacu,
municipio de Cachoeiras de Macacu, estado do Rio de Janeiro, no periodo de marco de 2023 a
fevereiro de 2024.

AHP CDC SHANNON Total

Ae. argyrothorax (Bonne-Wepster & Bonne

1919) 7 0 2 9
Ae. (Och.) scapularis (Rondani, 1848) 1 0 0 1
An. cruzii (Dyar & Knab, 1908) 1 0 1 2
Culex sp. (Linnaeus, 1758) 0 1 0 1
Cx. (Cux.) spp. (Linnaeus, 1758) 0 9 0 9
Cx. (Mcx.) pleuristriatus (Theobald, 1903) 0 0 1 1
Cx. (Mcx.) sp. (Linnaeus, 1758) 2 0 0 2
Hg. (Hag.) leucocelaenus (Dyar & Shannon,

1924) 1 0 0 1
Li. durhamii (Theobald, 1901) 1 0 0 1
Ps. (Jan.) ferox (Humboldt, 1819) 3 0 0 3
Rh. (Run.) reverva (Lane and Cerqueira, 1942) 1 0 1 2
Sa. chloropterus (von Humboldt, 1819) 1 0 0 1
Tr. (Tri.) digitatum (Rondani, 1848) 0 0 1 1
Tr. (Tri.) pallidiventer (Lutz, 1905) 6 0 0 6
Tr. compressum (Theobald, 1901) 3 0 0 3
Tr. sp. (Theobald, 1901) 1 0 0 1
Wy. (Pho.) edwardsi (Lane & Cerqueira, 1942) 8 0 0 8
Total 36 10 6 52

Quadro 4. Abundéancia, riqueza, dominéncia, diversidade e equitabilidade de adultos de
mosquitos capturados por armadilhas do tipo TAHP, CDC e Shannon no ponto amostral Trilha
Verde, Reserva Ecoldgica do Guapiacu, municipio de Cachoeiras de Macacu, estado do Rio de

Janeiro, no periodo de margo de 2023 a fevereiro de 2024.

TAHP CDC SHANNON
Abundancia 36 10 6
Riqueza S 13 2 5
Dominancia D 0,14 0,82 0,22
Diversidade H 2,22 0,33 1,56
Equabilidade J 0,87 0,47 0,97

Escala de interpretagdo das cores
Menor valor Maior valor

68



00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1,0

L 1 1 1 1 ' 1 1 1 ' J

Shannon

-TAHP

CDC

Figura 29. indice de similaridade Morisita entre as armadilhas TAHP, CDC e Shannon usadas
na Trilha Verde; Reserva Ecoldgica do Guapiagu, municipio de Cachoeiras de Macacu, Rio de

Janeiro, no periodo de mar¢o de 2023 a fevereiro de 2024.

Foram identificadas 25 espécies distintas de culicideos nas trilhas Amarela e Verde,
conforme detalhado na Tabela 9. A andlise dos dados revelou que a maior abundancia absoluta
de culicideos ocorreu nos meses de novembro (n=150), outubro (n=128) e agosto (n=119) de
2023 (Figura 30).

Para o célculo dos indices de diversidade, consideramos apenas os culicideos identificados
ao nivel de espécie. Assim, os maiores indices de diversidade foram registrados em dezembro
(H=1,97), novembro (H=1,84), maio (H=1,74) e julho (H=1,71) de 2023. Os meses com as
maiores riquezas de espécies foram dezembro (S=10), novembro (S=9), outubro (S=8) e abril
(S=8) de 2023. As maiores dominancias foram observadas em fevereiro (D=0,55) e janeiro
(D=0,44) de 2024, ambos com dominancia da espécie Cq. (Rhy.) fasciolata, e em junho de 2023
(D=0,38) com dominancia da espécie An. (Nys.) albitarsis (Quadro 5, tabela 9).

O teste de Mann-Whitney foi aplicado para comparar as medianas das duas trilhas, pois é
um teste ndo paramétrico adequado para amostras independentes que ndo seguem uma
distribuicdo normal. Os resultados obtidos indicam uma diferenca estatisticamente muito

significativa (p < 0,01) na abundéancia de culicideos entre a Trilha Amarela e a Trilha Verde,
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com p =0,0012, confirmado pelo teste de Mann-Whitney (U = 401,5, z = 32,37, p = 0,0012).
A Trilha Amarela apresentou uma maior abundancia de culicideos, representando 91% de todos
os individuos coletados em ambas as trilhas, no entanto, a Trilha Verde apresentou mosquitos
de géneros e espécies com importancia médica, como Hg. leucocelaenus, vetor silvestre da
febre amarela (FA), e 0 género Sabethes, também relevante na transmissdo do virus da FA em

areas florestais.
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Figura 30. Variacdo da abundancia de mosquitos por més de coleta, Reserva Ecoldgica do
Guapiacu, municipio de Cachoeiras de Macacu, Rio de Janeiro, no periodo de marco de 2023

a fevereiro de 2024.
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Tabela 9. Abundéancia relativa de adultos de mosquitos capturados por més na area da Reserva
Ecologica do Guapiagu, municipio de Cachoeiras de Macacu, estado do Rio de Janeiro, no
periodo de margo de 2023 a fevereiro de 2024.

Mar/ | Abr/ | Maio | Jun/ | Jul/ | Ago/ | Set/ | Out/ | Nov/ | Dez/ | Jan/ | Fev/
Espécies 23 23 /123 23 | 23 23 23 | 23 23 23 24 | 24
Ae. (Stg.)
albopictus
Skuse 1894 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0
Ad. (Ady.)
squamipenni
S (Lynch
Arribalzaga
1878) 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0
Ae. (Och)
scapularis
(Rondani
1848) 0 4 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0
Ae. serratus
(Theobald,
1901) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0
An.  (Nys.)
albitarsis
Lynch
Arribalzaga,
1878 0 8 1 10 2 12 1 10 5 2 0 0
An.  (Nys.)
deaneorum
Rosa-
Freitas, 1989 | 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0
An.  (Nys.)
evansae
(Bréthes
1926) 0 0 0 1 10 0 0 13 0 6 0 0
An.
evandroi Li
ma,
1937/An.
punctimacul
a Dyar &
Knab, 1906 0 0 0 0 0 0 0 1 12 0 0 0
An.
maculipes
(Theobald,
1903) 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0
Ch. fajardi
Lutz, 1904 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cg. (Rhy))
chrysonotum
(Peryassu),
1922 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Cq. (Rhy.)
albicosta 0 0 0 0 0 0 0 4 7 5 0 0
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(Peryassu19
08)

Cq. (Rhy.)
fasciolata
(Lynch
Arribalzaga,
1891)

19

15

21

18

13

Ca. (Rhy.)
juxtamanson
ia (Chagas
1907)

Cg. (Rhy))
venezuelensi
s (Theobald,
1912)

Cx. (Mel.) cf.
erraticus

(Dyar &
Knab, 1906)

Cx. (Mel.) cf.
pereyrai

Cx.  (Mel)
clark

15

Ma. (Man.)
indubitans
Dyar &
Shannon,
1925

Ma. (Man.)
titillans (Wa
Iker 1848)

24

17

Ps.  (Jan.)
ferox
(Humboldt
1819)

Ur. (Ura)
calosomata
Dyar &
Knab, 1907

Ur. (Ura)
geometrica
Theobald,
1901

Ur. (Ura)
pulcherrima
Lynch
Arribalzaga,
1891

Ur. (Ura)
davisi Lane,
1943

Total

14

64

35

17

28

44

30

55

67

39

11
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Quadro 5. Abundancia, riqueza, dominancia, diversidade e equitabilidade de espécies de Culicidae, em dois pontos de amostragem, periodo de

marc¢o de 2023 a fevereiro de 2024, Reserva Ecologica do Guapiacu, municipio de Cachoeiras de Macacu, estado do Rio de Janeiro, Brasil.

Mar-23 | Apr-23 | May-23 | Jun-23 | Jul-23 | Aug-23 | Sep-23 | Oct-23 | Nov-23 | Dec-23 | Jan-24 | Feb-24
Abundancia 42 66 41 31 99 119 90 128 150 71 25 4
Riqueza S 5 8 7 6 7 7 5 8 9 10 5 2
Dominancia D 0,28 0,25 0,20 0,38 0,22 0,24 0,36 0,25 0,19 0,18 0,44 0,56
Diversidade H 1,44 1,62 1,74 132 171 1,60 1,23 1,62 1,84 1,97 1,16 0,64
Equabilidade J 0,89 0,78 0,89 0,73| 0,88 0,82 0,77 0,78 0,84 0,85 0,72 0,92

Escala de interpretacdo das cores

Menor valor Maior valor
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4.5 Infec¢ao natural por transmissao vertical do virus zika em mosquitos silvestres Aedes
albopictus e Haemagogus leucocelaenus, estado do Rio de Janeiro, Brasil entre setembro
de 2018 a margo de 2019 (objetivo 6).

Foram processados 1843 espécimes de Culicidae em 725 pools de contendo de 1 a 33
insetos, pertencentes as espécies Hg. leucocelaenus (Dyar & Shannon, 1924), Ae. albopictus
(Skuse, 1984) e géneros Limatus (Theobald, 1901), Sabethes (Robineau-Desvoidy, 1827),
Culex (Linnaeus, 1758).

Seis pools de duas espécies, Hg. leucocelaenus (Dyar & Shannon, 1924) e Ae.albopictus
(Skuse, 1984) foram positivas para a detec¢do de Flavivirus por sequenciamento e identificadas
como sendo virus da zika e da febre amarela (Tabela 10). Na figura 31 pode-se observar a foto
aerea com as indicacOes da localizacdo aproximada de cada armadilha onde encontramos as
amplificacdes positivas.

Este achado deu origem a uma publicacéo na Tropical Medicine and Infectious Disease no
ano de 2021 (ALENCAR et al., 2021). As sequéncias receberam os nimeros de acesso
MK972825, MK972826, MK972827, MK972828 e MKOI72829 no GenBank
(https://lwww.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/).

Tabela 10. Deteccdo de virus da febre amarela e da zika em Ae. albopictus e Hg. leucocelaenus
em florestas primarias com base nos pools de insetos coletados no estado do Rio de Janeiro,
Brasil. no estado do Rio de Janeiro, Brasil.

Pool Espécies de Sexo Total de Més/ano Coordenadas Identificacio Resultados Sequéncias
ID Mosquito Mosquitos Coletado Geograficas das PCR Encontradas
ovitrampas flavivirus
43 Ae. albopictus Q 32 Jan/19 22°33°01.3”S RPPNTM* Positivo zika
42°00°52.7"W
45 Ae. albopictus 2 Out/18 22°31°40.1”S FTM-2* Positivo zika
d 42°02°58.6"W
54 Hg. Q 6 Jan/19 22°35°11.98”S Tingua* Positivo zika
leucocelaenus 43°24°34.12”W
62 Ae. albopictus Q 9 Out/18 22°31°43.9”S FTM-3* Positivo Virus febre
42°02°56.8"W amarela
64 Hg. 9 Set/18 22°31°49.5”S FTM-37* Positivo Virus febre
leucocelaenus ad 42°02°56.3"W amarela
65 Hg. 9 Out/18 22°31°43.5”S FTM-7* Positivo Virus febre
leucocelaenus d 42°02°56.3"W amarela

*Pool ID, identificacdo do nimero de mosquitos processados por pool. FTM, Fazenda Trés Montes,
pontos 2, 3 e 7; RPPNTM, Reserva Particular do Patrimdnio Natural Trés Morros, ponto 32 (Municipio

de Casimiro de Abreu); em Tingud, Sitio Boa Esperanca, (Municipio de Nova Iguagu).
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Figura 31. Localizacéo dos pools de mosquitos encontrados positivos para febre amarela (FA)

e zika virus (VZIK) e a identificacdo numérica das armadilhas, coletados nos municipios de
Nova Iguacu e de Casimiro de Abreu no periodo de setembro de 2018 a mar¢o de 2019. Mapa.

Fonte: Google maps, editado no Microsoft® Power Point for Mac Version 16.87.
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5 DISCUSSAO
5.1 Discusséao (objetivos 1 e 2) - Resultados obtidos na Fazenda Trés Montes, Municipio

de Casimiro de Abreu, estado do Rio de Janeiro

Evidenciamos maior dominancia de Haemagogus leucocelaenus (53%), ao passo que Hg.
janthinomys foi a espécie em menor quantidade. Aedes albopictus e Aedes terrens apresentaram
similaridade em suas abundancias. Essa diferenca no percentual da abundancia de espécies pode
ser um indicativo da variacdo nas condi¢ces ambientais e preferéncias de habitat. E sabido que
a reproducdo dos mosquitos esta relacionada com local de oviposicdo, neste aspecto incluem-
se a distribuicdo das larvas, interacdo com fatores quimicos e fisicos da agua e temperatura
ambiente (BENTLEY & DAY, 1989). Devemos também considerar que as espécies de Hg.
leucocelaenus séo acrodendrdfilas, apresentando maior abundancia proximo a copa das arvores
(GARLINDO, CARPENTER, TRAPIDO 1955, ALENCAR, DEGALLIER, N., et al. 2008).

Em relacdo a sazonalidade, verificamos que a espécie Ae. albopictus foi a mais abundante
durante o inverno enquanto, Hg. leucocelaenus foi menos abundante, apesar de se manter
abundante nas demais estacOes climaticas, o que pode ter implicacdes para a transmissao das
arboviroses nos periodos menos frios (LIMA-CAMARA, 2016, LUDWIG, ZHENG et al.,
2019).

Quanto as diferencas das eclosdes sazonais observadas nas imersdes, a primavera, verdo e
outono apresentaram porcentagens similares de eclosdes na primeira imerséo comparado com
as subsequentes imersdes. No entanto, o inverno apresentou 98% de eclosdes na primeira
imersdo comparado com apenas 2% nas subsequentes imersfes. Provavelmente seja uma
estratégia adaptativa dos culicideos, pois periodos mais frios ndo possuem condicdes favoraveis
a eclosdo continua de seus ovos, uma vez que a temperatura é uma variavel de forte influéncia
no ciclo de vida desses artropodes (DE CASTRO et al., 2013). Outros estudos também
exploram essa relacdo das estacfes com a eclosdo de ovos de culicideos com resultados
similares (ALENCAR et al., 2022, SILVA et al., 2021).

As ovitrampas que apresentaram maior nimero de ovos coletados foram aquelas que
estavam em areas de maior circulagdo de humanos e primatas - ovitrampas 2 e 7
respectivamente, indicando que a presenca de vertebrados tem influéncia na manutencdo da
maior abundancia de mosquitos, assim como indica a provavel preferéncia de Ae. albopictus
pelos humanos e do Hg. leucocelaenus por primatas (ALENCAR et al., 2005, FITZPATRICK
etal., 2019).
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Analisando as proporc¢des de machos e fémeas nas espécies estudadas, a maior proporcéo
de fémeas de Hg. leucocelaenus e Hg. janthinomys pode estar relacionada a caracteristicas
destas espécies, como o seu comportamento alimentar e adaptagdo ao fator climatico. Ja para
as espécies de Aedes, observamos maior equilibrio na proporcdo de machos e fémeas, o que
pode significar melhor adaptacdo das espécies, principalmente se analisamos que houve a quase
totalidade de eclosbes dos ovos nas primeiras imersdes, essa capacidade adaptativa de Ae.
albopictus inclusive como vetor e boa eficiéncia na transmisséo de arboviroses tem sido
relatada na literatura (ROMI et al., 2006, WALTHER et al., 2017).

5.2 Resultados da Fazenda Trés Irmaos, Municipio de Casimiro de Abreu, estado do Rio

de Janeiro (objetivo 3)

Um estudo que mapeou o risco de transmissdo de arboviroses e extravasamento do virus
da febre amarela (VFA) no bioma da Mata Atlantica do Sudeste identificou o Rio de Janeiro
como uma das areas de maior risco, considerando a alta adequacao para o vetor, a presenca de
primatas ndo humanos (PNH) como reservatérios hospedeiros e a elevada densidade
populacional (LI et al., 2022). A presenca de mosquitos selvagens vetores em areas florestais
do Rio de Janeiro foi observada anteriormente em outros estudos (ALENCAR et al., 2021,
SILVA et al., 2022). No presente estudo, o vetor com maior abundancia foi Hg. leucocelaenus,
no entanto, Hg. jantihinomys e Ae. terrens também estiveram presentes. A ocorréncia dessas
espécies ¢ preocupante porque Hg. leucocelaenus e Hg. jantihinomys ja foram relatados como
vetores para VFA no Rio de Janeiro (DE ABREU et al., 2019; ALENCAR et al., 2021).

A estacdo chuvosa apresentou as densidades mais elevadas de populacGes de vetores,
principalmente em dezembro de 2020, novembro de 2021 e janeiro de 2022; estes resultados
corroboram os de outros estudos, que relataram picos elevados durante a estacdo chuvosa
(ALENCAR et al., 2021; SILVA et al., 2022). Uma correlacdo positiva e significativa entre o
numero de ovos de Culicidae e a temperatura também foi observada na area de protecdo
ambiental Figueira Branca, localizada no municipio de Macaé, proxima ao distrito de Casimiro
de Abreu, a 36,8 km da nossa area de estudo (SILVA et al., 2022). Da mesma forma, em nosso
estudo houve uma correlacéo positiva entre as espécies vetoras Hg. leucocelaenus e Ae. terrens
com as varidveis ambientais temperatura e umidade. Haemagogus janthinomys teve uma
correlacdo positiva e estatisticamente significativa com a precipitacdo. A dindmica da
transmissdo de arbovirus parece ser significativamente influenciada pelas condicbes

ambientais. Observou-se que as temperaturas elevadas aumentam o tamanho das populacdes de
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mosquitos, e a densidade de mosquitos tem sido fortemente associada a propagacdo de
patogenos por eles transportadas, como a FA. Fatores climéaticos como a precipitacdo, parecem
preceder as epidemias de ZIKV e CHIKV (FULLER et al., 2017; BELLONE & FAILLOUX,
2020).

Os diferentes mecanismos de adaptacéo e sobrevivéncia que 0os mosquitos desenvolveram
ao longo das suas trajetdrias evolutivas sao responsaveis pelo seu notavel sucesso evolutivo em
climas tropicais e temperados (DINIZ et al., 2017). Algumas espécies exibem a estratégia de
dorméncia dos ovos (diapausa ou quiescéncia) como uma tatica reprodutiva que lhes permite
suportar longos periodos em ambientes que ndo sdo adequados para a eclosdo
(VINOGRADOVA, 2007). Haemagogus leucocelaenus eclodiu até a décima quinta imerséao e
a necessidade de maltiplas imersdes para a eclosdo dos ovos nesta espécie também foi
observada por Silva et al. (2018), que mostraram que Hg. leucocelaenus apresentou eclosao
parcelada até a trigésima sétima imersao.

A selecdo dos locais de oviposicdo pelas fémeas ¢ o principal fator responsavel pela
distribuicdlo dos mosquitos na natureza (CONSOLI, 2003). Ovos de espécies
epidemiologicamente importantes estavam presentes no mesmo local de reproducédo
(ovitrampas); eles pertenciam a Hg. leucocelaenus, Hg. jantihinomys e Ae. terrens. As espécies
que foram observadas partilhando a mesma ovitrampa com mais frequéncia foram Hg.
leucocelaenus e Hg. jantihinomys, provavelmente devido ao fato de serem co-genéricas.
Haemagogus leucocelaenus e Ae. terrens também foram observados partilhar o mesmo local
de reproducdo; no entanto, este cenario foi menos frequente. Essas observacfes corroboram
com Silva et al. (2022) em que os autores observaram que essas espécies compartilhavam o
mesmo criadouro e apresentavam correlacdo positiva entre si. A co-ocorréncia destas espécies
vetoras pode implicar a sobreposicdo do agente etioldgico que transmitem, como o VFA (Hg.
leucocelaenus) e o CHIKV (Ae. terrens) (GIOVANETTI et al., 2019; LOURENCO-DE-
OLIVEIRA & FAILLOUX, 2017).

A compreensdo da presenca, abundancia sazonal de vetores silvestres, e possivel contato
com reservatdrios e seres humanos em fragmentos da Mata Atlantica no Rio de Janeiro ¢ de
grande interesse para a saude publica, uma vez que pode ajudar a prever possiveis areas de
alastramento da FA. O conhecimento sobre as populagdes de mosquitos vetores desempenha
um papel fundamental no fornecimento de uma estrutura para proteger os primatas selvagens e
a saude dos seres humanos, juntamente com a preservacdo dos ecossistemas que

compartilhamos.
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5.3 Aspectos ecoldgicos de imaturos (Diptera: Culicidae) em remanescente de Mata
Atlantica, Sitio Terra Boa, Municipio de Silva Jardim, estado do Rio de Janeiro (objetivo
4),

Entre os meses de setembro de 2022 a mar¢co de 2023 foram realizadas as analises de
diversidade, abundéancia, uniformidade e dominancia de Culicidae em diferentes habitats larvais
(folhas caidas, bromélias, bambus cortados e lona) no Sitio Terra Boa, Municipio de Silva
Jardim, estado do Rio de Janeiro).

Foi constatada pelo indice de Shannon que a maior diversidade foi registrada no més de
dezembro de 2022 (H=1,72), seguido por setembro (H=1,71), sendo dezembro o més mais
quente daquele ano a partir de uma elevacéo gradual da temperatura desde 0 més de outubro
(figura 32), isso reflete os dados ja constantes na literatura onde 0s meses mais quentes e imidos
sd0 mais propicios para maior abundéncia de mosquitos (SOUZA, 2000; MEDEIROS-SOUSA
et al., 2015; ALENCAR et al.. 2021; SILVA et al., 2022). Setembro de 2022, foi 0 més que
apresentou o maios Indice de Equabilidade (J), indicando uniformidade na distribuicdo de

individuos entre as espécies.

Temperaturas maximas e minimas médias em outubro em Silva Jardim Temperaturas maximas e minimas médias em novembro em Silva Jardim
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Figura 32. Dados da temperatura no Municipio de Silva Jardim, estado do Rio de Janeiro, nos

meses de outubro e novembro de 2022. Fonte: https://pt.weatherspark.com

Os indices de dominéncia corroboram ainda mais essa observacao, demonstrando que 0s
meses de outubro a novembro de 2022, marcados por maiores indices pluviométricos e de
temperatura (figuras 33 e 34 (“Weatherspark”, [S.d.]), favoreceram a dominancia dos Culicidae,
com um D de 0,48. Especificamente, a espécie Culex iridescens apresentou uma densidade
populacional notavel, com 718 espécimes registrados durante esse periodo. Essa associacao
entre fatores climaticos e a dindmica populacional de espécies especificas destaca a influéncia

critica das condices ambientais na ecologia dos mosquitos durante os meses analisados.
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Foi realizada a analise de similaridade multivariada de Bray-Curtis para avaliar a
composicdo e variabilidade mensais em um conjunto de dados ambientais, focando a
similaridade entre os meses estudados. Notadamente, os meses mais semelhantes entre si foram
setembro e novembro de 2022 (indice de Bray-Curtis de 0,62) e outubro e dezembro de 2022
(0,53) sendo este ultimo idéntico ao més de mar¢o de 2023. Analisando a média das
temperaturas e pluviosidade do més de marco, verificamos que elas também foram semelhantes,

iSso pode ser um dos fatores que contribuiram para estes indices (figura 34).
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Figura 33. Dados pluviométricos do Municipio de Silva Jardim, estado do Rio de Janeiro, nos

meses de outubro e novembro de 2022. Fonte: https://pt.weatherspark.com
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Figura 34. Dados pluviométricos e de temperatura do Municipio de Silva Jardim, estado do

Rio de Janeiro, no més de margo de 2023. Fonte: https://pt.weatherspark.com

Analisando os espécimes coletados nas bromélias, foi observado o maior indice de
diversidade com valor de 1,28, enquanto o criadouro de folha caida apresentou o menor indice
de diversidade de 0,64. No entanto, o criadouro de folha caida apresentou o maior indice de

equitabilidade de 0,92 quando comparado aos demais criadouros. O maior indice de dominancia
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foi observado no criadouro de bambu com indice D de 0,64, que apresentou alta abundancia de
espécies de Culex iridescens. Tais achados demonstram que o local de reproducdo desempenha
um papel significativo na determinagdo da diversidade e abundancia de espécies de Culicidae
e podem estar relacionados ao tamanho e preservacdo dos criadouros, uma vez que 0s bambus
oferecem maior protecdo aos ovos dos mosquitos enquanto as folhas néo tem muita protecéo
aléem da area ser pequena. Entretanto, precisamos ainda proceder novos estudos para
compreender essa maior dominéncia das espécies Culex iridescens; supondo que ela tenha
maior capacidade de adaptacéo frente as demais espécies e sua preferéncia por bromélias como
apontado no estudo de Medeiros-Sousa (2015).

Observamos duas espécies eudominantes de Culicidae, sendo Culex iridescens e Culex
pleuristriatus com frequéncia de 51% e 17% respectivamente. Adicionalmente, identificamos
duas espécies dominantes de Culicidae, Trichoprosopon digitatum e Wyeomyia edwardsi, com
frequéncias de 6,4% e 9,1%, respectivamente. As espécies que apresentaram menor
dominancia, e assim classificadas como raras foram Aedes scapularis, Culex neglectus, Culex
retrosus, Hg. janthinomys, Toxorhynchites trichopygus e Toxorhynchites violaceus. Estes
dados estdo compativeis com publicagdes de diversos autores (TUBAKI et al., 2010,
CERETTI-JUNIOR et al., 2014; DE ABREU et al., 2019b; SARAIVA et al., 2020; BASTOS,
2021; SILVA et al., 2021, TUBAKI et al., 2023).

5.4 Indices ecoldgicos de adultos (Diptera: Culicidae) coletados em remanescente de Mata
Atlantica, Reserva Ecoldgica do Rio Guapiacu (REGUA), Municipio de Cachoeiras de

Macacu, estado do Rio de Janeiro (objetivo 5).

O estudo envolveu o uso dos métodos de captura de adultos TAHP, CDC e Shannon entre
0s meses de marco de 2023 até fevereiro de 2024, alem da anéalise dos dados de abundancia,
riqueza, diversidade, equitabilidade e dominéncia dos culicideos capturados nas Trilhas
Amarela e Verde da REGUA.

Analisando a abundancia total de culicideos a cada més, foi possivel ver que os meses de
outubro até dezembro de 2023 foram o0s que apresentaram maior abundancia de culicideos
(Figura 30), evidenciando mais uma vez a contribuigdo do fator climatico temperatura, umidade
e o periodo de incidéncia solar (FERREIRA, 2017, DA CRUZ et al., 2019, SANTOS et al.,
2020, Ll etal., 2022, ALENCAR et al., 2022). A temperatura que observamos no local variou
entre 28°C e 39°C, sendo que, para corroborar com estes dados, consultamos o site da

weatherspark. Infelizmente 0 mesmo ndo possui mais a estacdo meteoroldgica de registro de
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dados climaticos ativos para a regido em estudo, apenas os dados referentes aos aeroportos do
Rio de Janeiro. Estes dados de temperatura, incidéncia da luz solar e umidade podem ser
observados nas figuras 35, 36 e 37. J& os maiores indices de diversidade (H) ocorreram em
novembro e dezembro de 2023, seguidos pelos meses de maio e julho do mesmo ano. Apesar
de no site da weatherspark apontar que, para o Rio de Janeiro, os meses de maio a agosto
apresentarem temperaturas mais amenas, 0 mesmo ndo foi observado quando estivemos na
coleta de campo, exceto em junho, quando a sensagdo térmica na REGUA era mais fresca. A
maior abundancia, diversidade e equabilidade encontradas em junho talvez possa ser devido a
nebulosidade e incidéncia solar (Figuras 36 e 38) apresentadas entre o final de junho e inicio
de julho, fazendo com que a area de coleta se apresentasse abafada e assim favorecendo a
eclosdo de maior numero de culicideos. Esses dados estdo condizentes com relatos presentes
na literatura (SOUZA, 2000; MEDEIROS-SOUSA et al., 2015; ALENCAR et al. 2021; SILVA
et al., 2022). As mesmas observacfes podem ser atribuidas para a baixa diversidade em janeiro
e fevereiro de 2024 (H= 1,16 e 0,64 respectivamente), quando tivemos menor incidéncia
pluviométrica, conforme observamos nas coletas de campo e pelas informagdes fornecidas

pelos trabalhadores da REGUA, deste modo, nédo favorecendo a ecloséo de insetos.

Temperatura horaria em 2023 no Aeroporto Internacional Rio de Janeiro-Galedo
& Link & Download Comparar Médias

Historico 2024 pdwrk] 2022 2021 2020 2019 2018 2017 2016
00

21

an
il LL ﬂm |J'L>»

jan fev mar abr mai jun jul ago set out nov dez

congelante J[gélidal[ muito rio][resca Jlamenal] [moms Jfauente Jescaicante]
-9°C 0°C 7:°C 13°C 18 °C 24 °C 29°C 35°C

A temperatura horéria registrada, codificada em faixas coloridas. O crepusculo civil e a noite sdo
indicados pelas dreas sombreadas.

Figura 35 — Dados de temperatura média em 2023 no Rio de Janeiro. Fonte:
https://pt.weatherspark.com/h/y/147597/2023/Condicdes-meteorolégicas-historicas-durante-
2023-no-Aeroporto-Internacional-Rio-de-Janeiro-Galedo-Rio-de-Janeiro-Brasil
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Horas de luz solar e crepusculo em 2023 no Aeroporto Internacional Rio de Janeiro-Galedo
& Link & Download Comparar Médias
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Numero de horas em que o sol é visivel (linha preta). De baixo (mais amarelo) para cima (mais cinza),
as faixas coloridas indicam: luz solar total, crepusculo (civil, ndutico e astronémico) e noite total.

Figura 36 — Dados de incidéncia solar em 2023 no Rio de Janeiro. Fonte:
https://pt.weatherspark.com/h/y/147597/2023/Condic¢des-meteoroldgicas-historicas-durante-
2023-no-Aeroporto-Internacional-Rio-de-Janeiro-Galedo-Rio-de-Janeiro-Brasil

Niveis de conforto em umidade em 2023no Aeroporto Internacional Rio de Janeiro-Galedo
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O nivel hordrio de conforto de umidade registrado, categorizado pelo ponto de orvalho. O
crepusculo civil e a noite sdo indicados pelas dreas sombreadas.

Figura 37 — Dados de umidade relativa do ar em 2023 no Rio de Janeiro. Fonte:
https://pt.weatherspark.com/h/y/147597/2023/Condic¢des-meteoroldgicas-historicas-durante-
2023-no-Aeroporto-Internacional-Rio-de-Janeiro-Galedo-Rio-de-Janeiro-Brasil
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Nebulosidade em 2023 no Aeroporto Internacional Rio de Janeiro-Galeao
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A nebulosidade horéria registrada, categorizada pela porcentagem de céu encoberto por nuvens.

Figura 38 - Dados de nebulosidade em 2023 no Rio de Janeiro. Fonte:
https://pt.weatherspark.com/h/y/147597/2023/Condic¢des-meteoroldgicas-historicas-durante-
2023-no-Aeroporto-Internacional-Rio-de-Janeiro-Galedo-Rio-de-Janeiro-Brasil

Na anélise comparativa entre as Trilhas Amarela e Verde, atribuimos a maior abundéancia
de culicideos na Trilha Amarela (tabelas 7 e 8) a presenca mais frequente de aves, répteis e
mamiferos, como capivaras, antas e humanos, o que aumenta a disponibilidade de fontes
alimentares para esses mosquitos. Em contraste, na Trilha Verde, que é pouco frequentada por
humanos, mas conta com a presenca de outros animais, a maior extensao da area permite maior
dispersdo dos animais e, consequentemente, dos mosquitos, resultando em uma menor
densidade de culicideos coletados.

Damos destaque a presenca do Hg. leucocelaenus, Sa. chloropterus e Ae. argyrothorax,
apesar da baixa abundancia na Trilha Verde, uma vez que sdo considerados vetores importantes
na transmissdo de arboviroses como a febre amarela e virus Ilhéus (GUBLER, 2001,
PAUVOLID-CORREA, 2010, WILKERSON, 2015, GARDNER & RYMAN, 2015,
DONALISIO, RICARDO, ZUBEN, 2017, KUNO et al., 2017)

Ao analisarmos os dados de eficiéncia entres as armadilhas TAHP, CDC e Shannon,
verificamos pelo indice de similaridade Morisita, que tanto a Shanon quanto a TAHP
apresentaram a mesma eficiéncia, sendo as espécies em comum entre elas Ae. (Och.) scapularis,
Cq. (Rhy.) fasciolata e Ma. (Man.) titillans, com maior abundéncia do Cqg. (Rhy.) fasciolata,
que ja foi apontado como culicideos presentes em areas de degradacdo por acdo antropica
(FORATTINI, 2002b, GUIMARAES, 2003). Provavelmente essa maior eficiéncia se deve ao
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fato de que os mosquitos sdo atraidos por algumas substancias quimicas que os vertebrados
exalam, como o dioxido de carbono (COz), cuja concentragdo atmosférica esté entre 300 e 400
ppm (partes por milhdo), mas basta que ela se eleve em 0,03% para que as fémeas de Ae. aegypti
sejam atraidas. Ao que parece, a mistura de CO2 e &cido latico também é capaz de atrair as
fémeas, entretanto apenas o acido latico ndo tem poder atrativo (EIRAS & JEPSON, 1991).
Encontramos descricéo na literatura que os insetos hematdfagos séo atraidos pelos cairomoénios
exalados pelas pessoas presentes (CASAGRANDE, 2018) e, como durante a coleta de campo
devido as condicdes climaticas, com o calor e esforco fisico, o grupo exalava maior quantidade
de COg, certamente foi um fator contribuinte para nossos resultados.

As armadilhas CDC com atracdo luminosa apesar de apresentarem resultados menos
eficientes, ndo deixam de ser importantes no estudo, entretanto existem outros tipos de
armadilhas CDC como a CDC+ CO2+lurex® e Mosquito Magnet® (CHAVES, 2012), entretanto
estas ndo seriam praticas em nosso trabalho devido a dificuldade de transporte das mesmas
(Figuras 39 e 40). Devemos ainda considerar que a Unica forma de atracdo para 0s mosquitos
na armadilha CDC é somente pela presenca da luz, e mesmo que realizdssemos o uso de
armadilhas CDC com fonte luminosa de diferentes comprimentos de onda, como luz branca,
azul verde ou ultravioleta utilizadas em outros estudos (VANDERLEI, 2013; MULLER, 2019;
ARAUJO, 2021), ndo poderiamos garantir que esse resultado seria diferente.

Analisando os dados das armadilhas empregadas na Trilha Amarela, apesar da diferenca
encontrada nos dados de abundéncia absoluta dos culicideos, podemos constatar que os dados
de riqueza e diversidade foram maiores com as armadilhas Shannon e CDC ao passo que na
TAHP, conforme citado anteriormente, houve uma maior dominancia de Cq. (Rhy.) fasciolata,
um mosquito notoriamente voraz e hematofagico, que apresenta atividade predominantemente
crepuscular e noturna e com maior presenca em areas de mata com presenca antropica
(FORATTINI, 2002b, GUIMARAES, 2003). Esse padréo sugere uma provavel atracio pelos
humanos devido a maior concentragdo do CO: exalado.

Em relacdo as armadilhas usadas na Trilha Verde, a similaridade metodoldgica das
armadilhas Shannon e TAHP, calculado pelo indice Morisita, foi a mesma observada na Trilha
Amarela, entretanto a espécie em comum encontrada nestas armadilhas foram Ae.
argyrothorax, Rh. (Run.) reverva e An. cruzii. Destacamos que Ae. argyrothorax é uma especie
apontada por se desenvolver em buracos de arvores, lagoas rasas e rochas, o que é compativel
com o cenario encontrado na Trilha Verde (PEREIRA 2005, MULLER, 2008) e ser apontada
como de importancia médica (PAUVOLID-CORREA, 2010, WILKERSON, 2015).
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B
Figura 39 — A - Armadilha Mosquito Magnet®, B — Detalhe do recipiente de captura
fonte: https://www.walmart.com/ip/Woodstream-Executive-Mosquito-Magnet/714230969

Figura 40 . Armadilha CDC + CO2 + Lurex®
Fonte: CHAVES, 2012.

5.5 Infec¢do natural por transmissao vertical do virus zika em mosquitos silvestres Aedes

albopictus e Haemagogus leucocelaenus do Rio de Janeiro, Brasil (objetivo 6).

Por meio de sequenciamento, identificamos RNA de VZIK e VFA em duas espécies de
mosquitos. O virus da FA ¢é geralmente encontrado em Ae. albopictus, Hg. leucocelaenus e Hg.
janthinomys (MITCHELL et al.,, 1987; MILLER et al., 1989; CHANG et al., 1995;
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FIGUEIREDO, 2000; JOHNSON et al., 2002; LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al., 2003) e
circula em florestas em primatas ndo humanos como hospedeiros amplificadores. Esta ¢ uma
das primeiras deteccOes de RNA de VZIK em mosquitos selvagens presente em ambientes
florestais das Américas. Haemagogus leucocelaenus parece ser uma espécie que, apesar de bem
adaptada a ambientes silvestres, vem se adaptando a ambientes urbanos e Ae. albopictus esta
adaptado a ambientes silvestres e urbanos e & considerada epidemiologicamente, espécie
importante envolvida no ciclo de transmisséo dos arbovirus (TAVIL, 1985; MONTAGNER et
al., 2018; DE ABREU et al., 2019a). Aedes albopictus ja foi relatado como um vetor natural
do VZIK em vaérios paises (FIGUEIREDO et al., 2010; GRARD et al., 2014; FERREIRA-DE-
BRITO et al., 2016; KUNO et al., 2017).

A presenca de RNA de VZIK em Hg. leucocelaenus, uma espécie acrodendrofila, sugere
uma espécie silvestre no ciclo de manuten¢do do VZIK no Brasil. Estudos de laboratorio
demonstraram a competéncia vetorial dos Ae. albopictus em transmitir VZIK. Além disso, a
descoberta de RNA de VFA em Ae. albopictus nesta area sugere o risco de transbordamento da
floresta para ambientes modificados por humanos (DI LUCA et al., 2016; DU et al., 2019).

Haemagogus leucocelaenus pode se alimentar de uma ampla variedade de vertebrados. Os
passaros podem ser uma fonte de sangue comum para esta espécie. No entanto, esses insetos
também podem se alimentar de varias espécies de mamiferos presentes em ambientes florestais,
conforme demonstrado em estudos realizados nos estados do Rio de Janeiro e Goias (CHOUIN-
CARNEIRO et al.,, 2016). Aedes albopictus realiza repasto sanguineo principalmente de
mamiferos, embora apresente uma tendéncia por sangue humano (CONSOLLI, 1994; LIU et al.,
2017).

Aedes albopictus também foi considerado vetor bioldgico para dois outros arbovirus,
CHIKYV e DENV (DOS SANTOS et al., 2018). Além disso, por meio de testes laboratoriais de
coinfeccdo e superinfecgdo, a possibilidade de transmissdo simultanea desses dois virus para
humanos foi demonstrada (RICHARDS et al., 2006). Nossos resultados indicaram um possivel
ciclo silvestre para VZIK na América do Sul. Aedes albopictus habita ambientes florestais e
peridomésticos no Rio de Janeiro (FARAJI et al., 2014), portanto, ha uma grande probabilidade
de transporte viral entre esses habitats. Mosquitos dos estados do Ceara e Bahia, onde 0 VZIK
foi encontrado em mamiferos, também devem ser estudados (LEROY et al., 2009;
FAVORETTO et al., 2016). Embora um pequeno nimero de mosquitos tenha resultado
positivo no estudo atual, Hg. janthinomys ¢ um vetor VFA importante, e poderia transmitir
VZIK (NEIBYLSKI & CRAIG, 1994). Esta espécie foi encontrada em uma floresta urbana

(Parque Dois Irmaos) em Recife, Pernambuco, uma cidade altamente endémica para VZIK; por
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esse motivo, outros arbovirus (DENV e CHIKYV) devem ser estudados de forma semelhante
para infeccdo natural (MARCONDES & ALENCAR., 2010). A descoberta de VZIK em
mosquitos criados a partir de ovos obtidos em condic¢des naturais indica a transmissdo vertical
deste virus.

O papel da transmissdo vertical na manutencdo de VFA e VZIK permanece obscura, mas
sugere manutencdo enzooética desses virus em ciclos silvestres. A transmissdo vertical em
mosquitos vetores ja foi relatada de forma natural e experimental. Em 2016, a transmisséo
vertical do VZIK em larvas de Ae. aegypti foi detectada pela primeira vez, ao serem encontradas
no campo, sob condigdes naturais (DA COSTA etal., 2018). Em geral, a transmisséo enzoética
de VFA ocorre principalmente em florestas, infectando humanos que entram na floresta para
atividades como extracdo de madeira, pesca e caca. Essa infe¢do é possivel devido ndo s a
presenca do vetor, mas também a presenca de animais reservatorios, onde primatas e aves séo
apontados como 0s mais comuns, mas isso ndo exclui outros vertebrados como reservatorio
(ARAUJO et al., 2019; CATENACCI et al., 2021; DA SILVA et al., 2022; DE ABREU et al.,
2019c; KUNO et al., 2017; MONTAGNER et al., 2018). No caso de Hg. leucocelaenus, que
pode ir além dos ambientes florestais, podem infectar humanos de ambos 0s sexos e varias
idades que vivem perto de florestas; assim, a transmissdo ndo parece estar limitada a pessoas
envolvidas no trabalho associado a floresta (LEROY et al., 2009). Durante um surto ocorrido
no estado do Rio Grande do Sul (Brasil) entre 2008 e 2009, Haemagogus leucocelaenus
infectados com o virus da febre amarela (VFA) foram encontrados ao nivel do solo.
(OLIVEIRA et al. 2010). Esse resultado corrobora com a visdo de que essa espécie pode
representar um risco de transmissdo de um arbovirus ao ser humano. Uma avaliacdo da
competéncia vetorial dos Hg. leucoceleanus, que foram inoculados por via oral e intratoracica
com VZIK, permitiu a detec¢do da disseminagdo deste arbovirus em Hg. leucocelaenus. No
entanto, esta deteccdo foi observada em taxas muito baixas (FERNANDES et al., 2019).

A ocorréncia de VFA em condigdes naturais demonstra sua possivel circulagdo em areas
de Mata Atlantica do municipio de Casimiro de Abreu, estado do Rio de Janeiro. Isso evidencia
a transmisséo silvestre ativa do VFA nas reservas naturais aqui estudadas e a abundéncia do
principal mosquito vetor desse virus no Brasil, indicando a necessidade da vigilancia ativa do
VFA em comunidades proximas as florestas e a oferta de vacina como medida preventiva para
conter a disseminacdo da enfermidade.Florestas perto de areas modificadas por humanos onde
arbovirus foram encontrados, como florestas urbanas (por exemplo, Floresta da Tijuca no Rio
de Janeiro, Buraquinho em Jodo Pessoa e Dois Irmédos em Recife) devem ser priorizadas no

desenvolvimento de estudos com essa abordagem. Some-se a isso a importancia de se proceder
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0 monitoramento das espécies de mosquitos adaptados a ambientes urbanos, mais comumente
Ae. aegypti, por transmitir VFA e VZIK entre humanos, e assim elaborar acdes preventivas.
Como ambos o0s virus podem ser transmitidos por varias espécies de mosquitos, 0
transbordamento para florestas preservadas com vertebrados e mosquitos amplificadores
selvagens deve ser considerado. No entanto, se ndo forem estudados, tais ciclos silvestres
permanecerdo ocultos, e baixos niveis de reatividade de anticorpos VZIK ou VFA de primatas
perto de areas urbanas (CAMPOS et al., 2014, CATENACCI et al., 2018, MOREIRA-SOTO
et al., 2018) ndo devem desencorajar estudos adicionais em tais areas.

Os resultados apresentados aqui corroboram as adverténcias sobre a transmissao do VZIK
de ambientes urbanos para florestais (BUENO et al., 2016), fazendo com que a erradicagédo do
virus do continente seja altamente improvavel e por isso, reforcando a necessidade de controle
de mosquitos urbanos e o desenvolvimento de uma vacina eficaz. Devido as evidéncias sobre
a possivel infeccdo natural e transmissdo vertical de VFA e VZIK encontrados em Hg.
leucocelaenus e Ae. albopictus em areas de floresta em Casimiro de Abreu e em Nova Iguagu,
no estado do Rio de Janeiro, recomenda-se a vigilancia entomoldgica ativa e constante na regido

para prevenir a disseminagdo desses virus para outras areas silvestres ou urbanas.
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6. CONCLUSOES

90

Haemagogus leucocelaenus foi identificado como o tAxon dominante na &rea de estudo do
Municipio de Casimiro de Abreu.

A estacdo climatica do verdo foi identificada como favoravel ao aumento na abundéancia das
espécies com importancia médica, notadamente Hg. leucocelaenus, Ae. albopictus e Ae.
terrens.

Picos significativos nas abundancias de ovos ocorreram em novembro de 2018, marco,
novembro e dezembro de 2019 e janeiro de 2020.

Haemagogus leucocelaenus mostrou uma relagéo positiva com a temperatura, enquanto Ae.
terrens correlacionou-se de maneira positiva com temperatura e umidade e Ae. albopictus
com precipitagéo.

Haemagogus leucocelaenus e Hg. janthinomys apresentaram predominancia de fémeas,
enguanto Aedes teve nimero de machos superior ou comparavel ao de fémeas.

Em Silva Jardim, a fitotelma da bromélia apresentou a maior diversidade, enquanto folhas
caidas tiveram a menor diversidade, porém alta equabilidade.

O habitat larval bambu demonstrou o maior indice de dominancia, com maior abundancia
de Culex iridescens.

Em relacdo a abundéncia e diversidade de culicideos coletados a armadilha de Shannon e o
método TAHP foram os que apresentaram os resultados mais similares, enquanto a CDC
demonstrou resultados mais divergentes.

Haemagogus janthinomys foi a espécie com menor abundéncia, possivelmente devido ao
maior nimero de imersdes necessarias para a eclosdo dos ovos.

Haemagogus leucocelaenus mostrou maior dominéncia na maioria das areas estudadas,
indicando sua plasticidade adaptativa.

Foi constatada uma diferenca estatisticamente significativa na abundancia de culicideos
entre as trilhas Amarela e Verde na Reserva Ecoldgica do Rio Guapiagu. Trilha Amarela:
maior abundéncia de culicideos e dominancia de Coquillettidia fasciolata, associada a areas
degradadas e maior presenca antrépica. Trilha Verde: menor abundéancia de culicideos e
dominéncia de Ae. argyrothorax e Culex spp.

Foi constatada a presenca de Hg. leucocelaenus, Ae. argyrothorax e Sa. chloropterus,
vetores da febre amarela e virus Ilhéus na area da REGUA, Municipio de Cachoeiras de

Macacu.



Foram relatadas evidéncias de infec¢do natural e transmisséo vertical de VFA e ZIKV em
Hg. leucocelaenus e Ae. albopictus nas areas de mata dos municipios de Casimiro de Abreu
e Nova lguacgu, estado do Rio de Janeiro.

A necessidade de monitoramento de Hg. leucocelaenus é destacada, pois a espécie pode
transitar facilmente entre a Mata Atlantica e areas urbanas.

Desmatamento e mudangas no uso do solo aumentam interagdes entre fauna selvagem,

mosquitos vetores e humanos, elevando o risco de transmissdo de patdgenos.
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ANEXO 1

scientific reports

Ecobiology of Haemagogus leucocelaenus arbovirus
vector in the golden lion tamarin translocation area
of Rio de Janeiro, Brazil

Sergio Lisboa Machado™?, Cecilia Ferreira de Mello?, Shayenne Olsson Freitas Silva® &Jeronimo
Alencar®™

Significant pathogens that have resurfaced in humans originate from transmission from animal to human
populations. In the Americas, yellow fever cases in humans are usually associated with

spillover from non-human primates via mosquitoes. The present study characterized the prevalence of the
yellow fever vector Haemagogus leucocelaenus in Rio de Janeiro, Brazil. The Atlantic Forest fragment chosen is
an area of translocation of the golden lion tamarin (Leontopithecus rosalia), where 10 ovitraps were installed to
collect mosquito eggs in Fazenda Trés Irmaos, at Silva Jardim city, from March 2020 to October 2022. A total of
1514 eggs were collected, of which 1153 were viable; 50% belonged to medically important mosquito species and
24% to the yeliow fever vector species, Hg. leucocelaenus. The months of December 2020 (n = 252), November
2021 (n =188), and January 2022 (n = 252) had the highest densities of this vector. Haemagogus leucocelaenus
was positively correlated with temperature (r =0.303) and humidity (r=0.48), with eggs hatching up to the 15th
immersion with higher abundance of females. Implementing mosquito monitoring for arbovirus activity can
help protect both the golden lion tamarin and human populations from the threat of arbovirus transmission.

Several diseases that have resurfaced or emerged in humans, such as ebola, sudden acute
respiratory syndrome (SARS), influenza, primate malaria, yellow fever, and leptospirosis,
originate from the transmission of pathogens from animal to human populations:2. Yellow
fever virus (YFV) is an acute febrile infectious disease transmitted by vector mosquitoes,
with two transmission cycles: wild (when transmission occurs in rural or forest areas) and
urban (when transmission occurs in cities)*¢. Even with a safe vaccine, YFV continues to
cause morbidity and mortality in thousands of people in South America and Africa‘. The
recent introduction of YFV in the Americas makes neotropical non-human primates (NHP)
highly susceptible to infections.

The golden lion tamarin (Leontopithecus rosalia; GLT) is a critically endangered primate
found only in the Brazilian Atlantic Forest, mainly in the Sdo Jodo River basin, which is a
fragment with limited forest connection to other fragmentse. Golden lion tamarins are small
arboreal primates that are particularly vulnerable to arbovirus infections due to their low
genetic diversity and lack of prior exposure to many infectious agents. In addition, the species
is susceptible to habitat loss and fragmentation, which can increase the risk of disease
transmission’¢. Deforestation due to anthropic activities has reduced the population to a few
hundred individuals in isolated forest fragments. Conservation work has resulted in the
recovery of some GLT populations; however, YFV out- breaks threaten the conservation and
maintenance of this species in naturex.

The Atlantic Forest fragment chosen for the sampling is an area of translocation of the
GLT. Projects to reintroduce the species and establish protection areas, such as in Poco das
Antas, Silva Jardim, resulted in an increase in the population of this species. However,
significant reductions have recently been observed: popula- tion numbers declined from 3700
individuals in 2014 to 2516 in 2018, which is equivalent to a 32% decrease.

*Laboratory of Molecular Diagnosis and Hematology, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro 21941-901, Brazil. *Graduate Program in Animal Biology, Instituto de Biologia, Universidade Federal

Rural do Rio de Janeiro, Seropédica 23890-000, Brazil. 3Diptera Laboratory, Instituto Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), Rio de Janeiro 21040-360, Brazil. “email: jalencar@ioc.fiocruz.br
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In May 2018, there was a report of the first death of a wild GLT due to YFV in
decades. In response to this event, a new count carried out in the Poco das Antas
reserve determined that a significant loss of these tamarins occurred inside the
larger forest fragment rather than on its edges®. In forest areas of the Americas,
YFV is transmitted by infected mosquitos belonging to the genus Haemagogus
Williston, 1896 and Sabethes Robineau-Desvoidy, 1827:. Haemagogus mosquito
species, whose larval habitats are stumps of trees, bromeliads, and bamboo, are
diurnaland are frequently found near the treetops. This makes GLTs a blood-
meal source option, putting them at risk for YF infection=, Regarding blood
source preference, Hg. leucocelaenus Dyar & Shannon, 1924 prefer NHP,
although this species and Hg. janthinomys Dyar, 1921/capricornii Lutz, 1904 are
eclectic in their host preference for biting other animals, such as cattle, birds,
dogs, rodents, and horses, adapting to modified environments. Haemagogus
janthinomys/capricornii usually habitually stay in the canopy of trees and bite
around noon, while Hg. leucocelaenus usually circulates on the forest floor and
has a predominant afternoon biting activity:.

The population at risk of contracting the disease and becoming ill includes
those who are not vaccinated and are subject to bites from infected vector
mosquitos in forest areas within the endemic area of YFVY. Previously, the YF
vaccine was offered only to some regions of the country with disease cases. With
the expansion of the virus and an increase in the number of areas reporting
cases, the Ministry of Health has been gradually expanding the recommended
vaccination areas. Although the YF vaccine has been expanded to all states in
the Northeast, vaccination is now recommended throughout the country:,

From November 2016 to 2018, Brazil experienced a significant YF outbreak,
considered one of the largest the country had, with 2,058 confirmed cases and
689 human deaths. This outbreak was concentrated mainly in rural areas,
particularly in Brazil’s southeast and southern regions, where the virus had not
been previously detected®. YFV expansion started in the Amazon region,
spreading from the Central-West region, home to a savanna-like biome, to
Atlantic Forest fragments of Minas Gerais (MG), Espirito Santo (ES), Rio de
Janeiro (RJ), and S&o Paulo (SP) states*. Cases have also been reported in urban
areas, including on the outskirts of major cities like Sdo Paulo and Rio de
Janeiros,

The dispersion of arboviruses over time and space is primarily influenced by
their vectors’ behavior. Haema- gogus janthinomys/capricornii and Hg.
leucocelaenus are considered primary YFV vectors due to their wide
distribution, high abundance, and natural infection rates». Another element
influencing the spread of diseases carried by vectors is the climate. A change
in climatic factors can directly impact the geographical distribution and
incidence of vector-borne diseases». Hence, the current study aims to
characterize the prevalence and biodiversity of Haemagogus spp., focusing on
Hg. leucocelaenus.
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Seasonal abundance of Culicidae eggs. During the collection period from
March 2020 to October 2022, the number of eggs showed significant peaks in
December 2020 (n=252), November 2021 (n =188), andJanuary 2022 (n =
252)—all comprising summer months of the rainy season. December 2020 had
the highest average temperature for the year (22.4 °C) as well as a high level
of rainfall (4.3 mm) compared to the other months of 2020. January 2022 was
also marked by the highest average temperature for the year (22.8 °C) (INPE
2023). The lowest abundances were observed in May and August 2021, with the
number of eggs equal to zero—the autumn and winter months of the dry
season—and these months had low average temperatures and rainfall equal to
zero (Fig. 1).

There was a significant difference (p <0.01) between the total number of eggs
collected in the dry and rainy seasons (p = 0.0026), with more eggs collected
in the rainy season (87%). The dry period showed the greatest difference

between the number of hatched and unhatched eggs (52%), when compared to
the rainy season (33%).

300 ~
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Figure 1. Fluctuation in the number of mosquito eggs collected per month,

from March 2020 to October 2022, at Fazenda Trés Irmaos, Silva Jardim, Rio
de Janeiro, Brazil.
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In both seasons the number of unhatched eggs was higher. More hatched eggs
were found in the rainy season. Of the total eggs collected, the percentage of
hatched eggs in the rainy season was 29%, while in the dry season, it was only
3%. In this case, seasonality seems to have influenced egg hatching. Rainfall
likely stimulated the hatching of a larger number of eggs in a shorter time (Fig.
2).

There was a positive and significant correlation (r = 0.607) between the
number of Culicidae eggs and tem-perature and a positive but weak correlation
between the number of eggs and rainfall (r = 0.222) (Fig. 3). There was a
positive correlation between Hg. leucocelaenus and the environmental
variables temperature (r = 0.303)and humidity (r =0.48).

Influence of multiple immersions. The highest percentage of Hg. leucocelaenus
eggs hatched was observed in the 1st immersion (49%), and the second-highest
was in the 3rd immersion (17%). Egg hatchingof this species was observed
until the 15th immersion. Eggs from females hatched until the 13th immersion,
while males hatched until the 15th; therefore, the last eggs hatched were from
males. In the initial immersions, more males than females were hatched, as
follows: 1st immersion (M = 50%; F = 48%), 2nd immersion (M = 63%; F = 62%),
3rd immersion (M = 82%; F = 78%). This probably happened because males
need more time after immersion to complete their development since, on the
first day after emergence, they undergo a 180-degree rotation of the entire
abdominal extremity from segment V111, including the genitaliaz.

With regard to Hg. leucocelaenus, the species with the highest abundance,
the number of females and males was very similar, with 157 females (56%) and
125 males (44%), resulting in a difference of 11% more females. The months
with the highest number of females were March, November and December
2020, and March and
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Figure 2. Number of mosquito eggs collected in the dry and rainy seasons (A).
Number of hatched andunhatched eggs in the rainy (B) and dry season (C).
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Figure 3. Linear regression between the number of eggs collected and the
environmental variables temperature

(A) and rainfall (B).

September 2021. The only month with a higher number of males was August
2022. May and October 2020 had an equal number of males and females.

Species that performed oviposition in the same ovitrap. Eggs from Hg. leucocelaenus and Hg.
jan-thinomys/capricornii were found together in three of the 10 ovitraps (5, 6, and 8) in Fazenda Trés
Irmdos. Mosteggs belonged to Hg. leucocelaenus, except for trap number 5, which had more Hg.

janthinomys/capricornii eggs. Eggs of the species Hg. leucocelaenus and Ae. terrens were also observed in
the same ovitrap (3).
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According to a study that combined vector suitability, the presence of NHP
host reservoirs, and population density, Rio de Janeiro is considered one of the
risk areas for mapping YFV transmission and spillover in the Southeastern
Atlantic Forest Biomez. The presence of wild mosquito vectors in forest areas
of Rio de Janeiro was previously observed in other studies=#. In the present
study, the vector with the highest abundance was Hg. leucocelaenus. However,
Hg. janthinomys/capricornii and Ae. terrens Walker, 1956, were also present.
Theoccurrence of these species raises concern because Hg. leucocelaenus and Hg.
janthinomys/capricornii have been reported as positive for YFV in Rio de
Janeirowe2,

The rainy season had the highest densities of vector populations, mainly in
December 2020, November 2021, and January 2022; these results corroborate
those of other studies, which reported high peaks during the rainy seasonz, A
positive and significant correlation between the number of Culicidae eggs and
temperature was also observed in Casimiro de Abreu, a city located 36.8 km
from our study area®. Similarly, there was a posi- tive correlation between the
vector species Hg. leucocelaenus and Ae. terrens with the environmental
variables of temperature and humidity. The species Haemagogus
janthinomys/capricornii had a positive and statistically significant correlation
with rainfall. The dynamics of arbovirus transmission appear to be significantly
influenced by environmental conditions. High temperatures have been
observed to boost mosquito population sizes, and mosquito density has been
strongly linked to the spread of the diseases they carry, such as YF. Climate
factorslike rainfall appear to precede zika and Chikungunya epidemics=<,

The different survival mechanisms mosquitoes have developed throughout
their life histories account for their evolutionary success in tropical and
temperate climates=. Some species exhibit the strategy of egg dormancy (either
diapause or quiescence) as a reproductive tactic, which enables them to endure
long periods in environ- ments unsuitable for hatching*. Haemagogus
leucocelaenus hatched until the 15th immersion, and the need for multiple
immersions for egg hatching in this species was also observed by Silva et al. 2018,
who showed that Hg. leucocelaenus demonstrated installment hatching up to the
37th immersionz.

The selection of ovipositing sites by females is the primary factor responsible
for the distribution of mosquitoes®. Eggs from epidemiologically important
species were found in the same breeding site (ovitrap); they belonged to Hg.
leucocelaenus, Hg. janthinomys/capricornii and Ae. terrens. The species that were
observed sharing the same ovitrap most frequently were Hg. leucocelaenus and
Hg. janthinomys/capricornii, probably related to the fact that they are co-generic.
Haemagogus leucocelaenus and Ae. terrens were also observed sharing the same
breeding site; however, this scenario was less frequent. These observations
corroborate Silva et al.2, who observed that these species shared the same
breeding site and showed a positive correlation. The co-occurrence of these



www.nature.com/scientificreports/

vector species may imply an overlapping of the etiological agent they transmit,
such as YFV (Hg. leu-cocelaenus) and Chikungunya virus (Ae. terrens)="=,

Understanding the presence, seasonal abundance of sylvatic vectors, and
possible contact with reservoirs and humans in fragments of the Atlantic Forest
in Rio de Janeiro is of great interest to public health since it can help predict
possible areas of YF spillover. Knowledge regarding mosquito vector
populations plays a critical role in providing a framework to protect wild
primates and humans’ health along with the preservation of the ecosystems we
share.

Conclusions

Monitoring arbovirus activity in mosquitoes and primates is essential for
detecting and responding to potential outbreaks. Therefore, it is also important
to consider the broader ecological context of disease transmission, including
the role of wildlife and human activities in shaping the risk of disease
emergence. Deforestation andchanges in land use can increase the frequency of
contact between wildlife, mosquitoes, and humans, increasingthe risk of disease
transmission. Understanding the ecobiology of Hg. leucocelaenus and its role
as an arbovirus vector in the GLT translocation area is essential for effective
conservation and disease management efforts. Implementing mosquito
monitoring for arbovirus activity can help protect both the GLT and human
populations from the threat of arbovirus transmission.

Materials and methods

Ethics statement. The study was carried out in accordance with scientific license
number 44333 providedby the Ministério do Meio Amblenteél_\/l MA), Instituto
Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade SICI\_/I- i0), Biodiversity
Information and Authorization System (SISBIO) in Atlantic Forest areas of Rio
de Janeiro withthe agreement of the properties or the state government where
the mosquitoes were captured. All members of the collection team were
vaccinated against YFV and aware of the potential risks in the study areas, no
animalsor humans were used in the development of this study.

Study area. The study was conducted in Fazenda Trés Irmaos (22°30'46.9" S;
42°20'13.0" W), Silva Jardim,Rio de Janeiro, Brazil (Fig. 4). Rio de Janeiro is
located in the middle of the Atlantic Forest Biome, representingone of the areas
with the greatest diversity of this biome in the country, with unique mountain
ranges and coastal plains®. The geomorphological units that make up this state
provide a diversity of vegetational landscapes and, consequently, an expressive
variety of habitats and species richness, including several endemic ones.

Collection and raising of immature Culicidae. The collection period was between
March 2020 and October 2022. One trap was placed at each collection site, and
a total of 10 ovitraps were distributed. Each traphad three wooden oviposition
paddles that measured 2.5 cm by 14 cm and had textured surfaces to help with
oviposition. The paddles were clipped vertically into the traps. In an effort to
mimic the microecosystem seen atnatural breeding locations, traps were loaded

111


http://www.nature.com/scientificreports/

112

with 300 ml of fresh water from nearby bodies of water and about 100 g of leaf
litter. The ovitraps were affixed to the trees at a height of 2.5 m using nylon
ropes and wire. Every 20 days, the traps were checked, and after each
inspection, the wooden paddles carrying the eggs were removedand brought to
the lab for quantification before being replaced with fresh paddles for
subsequent collections. Paddles were collected from the field ovitraps and
brought to the Oswaldo Cruz Institute’s Diptera Laboratory, where they
underwent egg counting and were submerged in transparent trays filled with
dechlorinated water. The trays with viable eggs were placed in a controlled
experimental environment in a laboratory greenhouse with a thermoperiod
controlled at a temperature of 28 °C +1 °C, relative air humidity of 75-90%,
and a 12-h day/12-h night cycle. After three days, the paddles were taken out
of the water and allowed to air dry for an additionalthree days to count the newly
hatched larvae. The larvae were given TetraMint fish food (Tetra, Blacksburg,
VA)and monitored daily. These conditions allowed us to keep the specimens
alive until adulthood for species deter- mination, according to the methodology
described by Alencar et al.«.

Adult mosquitoes from the eggs collected in the field were identified at the
species level through direct obser- vation of their morphological characters
using a stereo microscope (Zeiss) and dichotomous keys elaborated by Arnell
(1973) and Forattini (2002)4, After the specific determination, all specimens
were incorporated into the Entomological Collection of the Oswaldo Cruz
Institute, Fiocruz.
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Figure 4. Map of the study site, municipality of Silva Jardim, Rio de Janeiro,
Brazil.

Statistical analysis. The data were tested for normality, and the t-test was used
to compare the number of Culicidae eggs collected in the rainy and dry
seasons. Correlations between the number of eggs and vec- tor species with
climatic and environmental variables were assessed from 2020 to 2022. The
meteorological data, including average maximum, minimum, and annual
temperatures (°C), average relative humidity (%), and precipitation (mm), were
retrieved from the Centro de Previsdo de Tempo e Estudos Climaticos [Center
for Weather Forecasting and Climate Studies]|—CPTEC/INPE (INPE 2023).
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Abstract: Zika virus (ZIKV) was recently introduced into the Western Hemisphere, where it is suspected to be
transmitted mainly by Aedes aegypti in urban environments. ZIKV represents a public health problem as it has been
implicated in congenital microcephaly in South America since 2015. Reports of ZIKV transmission in forested areas
of Africa raises the possibility of its dispersal to non-human-modified environments in South America, where it is now
endemic. The current study aimed to detect arboviruses in mosquitoes collected from areas with low human
interference in Rio de Janeiro, Brazil. Using a sensitive pan-flavivirus RT-PCR, designed to detect the NS5 region,
pools of Ae. albopictus and Haemagogus leucocelaenus, were positive for both ZIKV and yellow fever(YFV). Virus
RNA was detected in pools of adult males and females reared from field-collected eggs. Findings presented here
suggest natural vertical transmission and infection of ZIKV in Hg. leucocelaenus and Ae. albopitcus in Brazil.
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1.

Introduction

The family Flaviviridae contains four genera, including

Flavivirus, a genus that contains over 50 viruses, with 13 being
already reported in Brazil. Among the most important
flaviviruses circulating in Brazil are yellow fever (YF), dengue
(DENV), Zika (ZIKV) and West Nile viruses.

Yellow fever has been a major health problem since the
first epidemic occurred in Recife in 1685 [1]. This disease was
essentially eliminated from urban areas by the early 20th
century; however, in the 1920s, sylvatic transmission was
detected in Colombian forestareas. Sylvatic transmission among
non-human primates by forest mosquitoes was first identified
and verified in Brazil in the Chanaan Valley, located in the state
of Espirito Santo, southeast Brazil [2].

ZIKV, first identified in a forest in Uganda, has recently spread
to Asia and the Pacific islands, and later to the Americas, where
it caused explosive outbreaks in Brazil. ZIKV detection in the
Western Hemisphere has caused serious concern owing to its
association with fetal microcephaly [3-5]. Although mostly
transmitted in urban environments by Aedes aegypti and

possibly Aedes albopictus, it has been detected in many other
species of mosquito [6]. The first autochthonous case of
ZIKV infection in Brazil was diagnosedin May 2015 [7]. Its
circulation has since been confirmed in all 26 states and
federal districts of the country [8]. The importance of non-human
primates for the maintenance of ZIKV in South America
remains unknown. However, a few reports in Brazil suggest
thatnon-human primates have been exposed to ZIKV [9-12].

There is a current outbreak of sylvatic yellow fever in
Brazil that probably started at the end of 2016. The first cases
were reported in the state of Minas Gerais, but YFV has since
spread to the states of Espirito Santo, Sao Paulo and Rio de
Janeiro, with recentcases appearing in the southern states of
Parana and Santa Catarina. According to a WHO report, as of
April 2017, YFV (observed as either epizootic or human cases
of yellowfever) continues to expand its distribution toward the
Atlantic coast of Brazil to areas notpreviously considered to be
at risk of transmission [13].

The main genera of mosquitoes transmitting sylvatic YFV
are Haemagogus and Sabethes. In southeast Brazil during the
present epidemic, Hg. leucocelaenus and Hg. janthinomys
have been implicated as the important vectors [14].
Haemagogus are sylvatic mosquitoes with diurnal activity;
they are mostly acrodendrophilic and mainly found in densely
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forested areas [15]. Haemagogus leucocelaenus is the species
most frequently found in Brazil, and it is considered a primary
vector for sylvatic YFV in southeastern Brazil. A study
conducted in the northeast region of Brazil detected DENV-1
by reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR)
in Hg. leucocelaenus from Coribe, state of Bahia, suggesting
the exposure of a sylvatic mosquito species to an arbovirus
maintained in endemic urban transmission cycles in Brazil.
These findings highlight the importance of arbovirus
surveillance at the human—animal interface in Brazil [16,17].

Trop. Med. Infect. Dis. 2021, 6, 99. https://doi.org/10.3390/tropicalmed6020099 https://www.mdpi.com/journal/tropicalmed
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In Africa, some studies have shown evidence of ZIKV
exposure different orders of mammals, including non-human
primates, birds and reptiles [18,19]. In Brazil, exposureof non-
human vertebrates to ZIKV has been reported in different
regions of the country. Capuchin monkeys and marmosets
captured between June 2015 and February 2016, tested positive
by real-time RT-PCR in the northeast region of the country
[12]. More recently, neutralizing antibodies for ZIKV were
detected in various domestic species, including goose, cattle,
chicken, horse, dog and sheep, and also in a captive white-
cheeked spider monkey from Mato Grosso and Mato Grosso
do Sul states, Central-West Region, Brazil [9].ZIKV RNA was
also detected in carcasses of non-human primates during an
epizootic outbreak of yellow fever in the southeast region.
Positive animals were from the states of Sao Paulo and Minas
Gerais [20].

Despite some evidence of exposure of non-human
vertebrates to ZIKV in Brazil, evidence of ZIKV in sylvatic
vector populations is scarce. Recently, an investigation into
ZIKV in roughly 23,000 mosquitoes of 62 species from Central-
West Region of Brazil found no positive results [9].

Ovitraps are important tools that make it possible to
determine the presence of species of mosquito vectors of
etiological agents through the eggs deposited in it [21,22].

Thus, the main objective of the present study was to detect
ZIKV in vector populations in preserved forested areas located
near active human transmission areas of the state of Rio de
Janeiro.

2. Results

A total of 8086 mosquito eggs were obtained between
September 2018 and March 2019. Of these, 3662 (55.1%)
adults emerged, and 924 distributed in 70 pools were tested for
flaviviruses.

Pools were separated by species, sex and ovitrap. Each pool
had three to 33 mosquitoes. Six pools from two species were
positive for flavivirus by RT-PCR and submitted to nucleotide
sequencing. The minimum infection rate was not established due
to the number of insects collected being lower than 1000.

When compared to known sequences in NCBI Blast, three
pools were identified as YFV and three as ZIKV. When
comparing the obtained sequences with those depositedin
GenBank, they exhibited 94-98% similarity to ZIKV and YFV
(Table 1). Nucleotide se- quences from the NS5 segment of
flaviviruses obtained in the present study were deposited in
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GenBank with the accession numbers MK972825, MK972826,
MK972827, MK972828 andMK972829. We also sequenced our
positive controls before sequencing our samples (data not
shown). The sequences of the positive controls and positive
samples were alignedusing Geneious V10.2.4 software, resulting
in the mean of 23.6% of identical sites and 82.3% of pairwise
homology.

Table 1. Detection of yellow fever virus and Zika virus in Aedes albopictus and Haemagogus leuicocelaenus in
primary forests inthe Brazilian state of Rio de Janeiro, Brazil.

Mosquito
Species

S
e
X

Total
Mosquit
oes

Month/Y
ear
Collected

Geographic
Coordinate
s

Trap
Identificat
ion

Pan-
Flavivi
rus
PCR
Result

Seque
nce
Match

Ae.
albopictus

32

Jan/19

22°33°01.3”
S
42°00°52.7"
W

TMPRNH
-32 %

Positiv
e

Zika
virus

45

Ae.
albopictus

Jan/19

22°31°40.17
S
42°02°58.6”
W

Tingua

Positiv
e

Zika
virus

54

Hg.
leucocelae
nus

Oct/2018

22°35°11.98
”S
43°24°34.12
"W

TMF-3

Positiv
e

Zika
virus

62

Ae.
albopictus

+0

Oct/2018

22°31°44.9”
S
42°02°56.8”
W

TMF-2

Positiv
e

Yellow
Fever
Virus

64

Hg.
leucocelae
nus

Sep/2018

22°31°49.5”
S
42°02°56.3”
W

TMF-7

Positiv
e

Yellow
Fever
Virus

65

Hg.
leucocelae
nus

Oct/2018

22°31°49.5”
S
42°02°56.3”

TMF-7

Positiv
e

Yellow
Fever
Virus

W

* Pool ID, identification number for the processed mosquito pool. TMF, Trés Montes Farm, sites 2, 3 and 7; TMPRNH, Trés
Morros PrivateReserve of Natural Heritage, site 32; and Tingua, Sitio Boa Esperanca, Nova Iguagu.

3.

Discussion

The NS5 region of flaviviruses belongs to the last part of
the open reading frame (ORF), encoding the largest and highly
conserved protein. NS5 region was targeted in this study
because it is a conserved region that has been used previously
for flavivirus detection [7,23-26]. Through sequencing, we
identified ZIKV and YFV RNA in two sylvatic mosquito species
(Table 1). Sylvatic YFV is usually found in Ae. albopictus,
Haemagogus leu- cocelaenus and Hg. janthinomys [27-32] and
circulates in forests within non-human primates as amplifying
hosts. This is one of the first detections of ZIKV RNA in wild
mosquitoes present in forest environments of the Americas.
Haemagogus leucocelaenus and Ae. albopictus are adapted to
both sylvatic and urban environments and are considered
epidemiologi- cally important mosquitoes involved in the
arbovirus transmission cycle. Aedes albopictus has already been
reported as a natural ZIKV vector in several countries [26,33—
35]. The presence of ZIKV RNA in Hg. leucocelaenus, an
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acrodendrofilic species, suggests a sylvatic maintenance cycle
of ZIKV in Brazil. Laboratory studies have demonstrated the

ability of Ae. albopictus to transmit ZIKV. Furthermore, the

finding of YFV RNA in Ae. albopic- tus mosquitoes in this
area suggests the risk of spillover from forest to human-
modified environments [36,37].

Haemagogus leucocelaenus can feed on a wide range of
vertebrates. Birds can be acommon blood source for this
species. However, these mosquitoes can also feed on several
mammalian species present in forest environments, as shown
in studies conducted in the Rio de Janeiro and Goias states,

Brazil [38]. Aedes albopictus feeds mostly on mammals, and,
although it prefers human blood, it is widely distributed in the
absence of humans [39,40]. Aedes albopictus was also found to
be a vector for two other arboviruses, CHIKV and DENV,
elsewhere [41]. In addition, through laboratory tests of co-
infection and super-infection, the possibility of simultaneous
transmission of these two viruses to humans has been
demonstrated [42]. Our results indicated a possible sylvatic
cycle for ZIKV in South America. Aedes albopictus inhabits
both forested and peridomestic environments in Rio deJaneiro
[43]; therefore, there is a high likelihood of viral transport
between these habitats. Mosquitoes in the states of Ceara and
Bahia, where ZIKV has been found in mammals, should also be
studied [12,44]. Although a small number of mosquitoes tested
negative in the current study, Hg. janthinomysis is an important
YFV vector in the canopy andcould possibly transmit ZIKV
[45]. This species was found in an urban forest (Parque Dois
Irmaos) in Recife, Pernambuco, Brazil, a city highly endemic to
ZIKV; for this reason, other arboviruses (DENV and CHIKV)
should similarly be studied for natural infection [46].

The finding of ZIKV in mosquitoes reared from eggs
obtained under natural conditions indicates vertical transmission
of this virus. The role of vertical transmission in the maintenance
of both YFV and ZIKV remains unclear, but suggests enzootic
maintenance of these viruses in sylvatic cycles. Vertical
transmission in vector mosquitoes has already been reported both
naturally and experimentally. In 2016, the vertical transmission
of the Zika virus in Ae. aegypti larvae was detected for the first
time, found in the field under natural conditions [47]. In general,
YFV enzootic transmission occurs mainly in forests, infecting
humans entering the forest for activities such as logging, fishing
and hunting. In the case of Hg. leucocelaenus, which can range
beyond forest environments, humans of both sexes and various
ages living near forests have been infected; thus, transmission
does not appear to be limited to people engaged in forest-
associated work [44].
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YFV-infected Hg. leucocelaenus were found at ground level during

an outbreak in
Rio Grande do Sul state (Brazil) between 2008 and 2009 [48].
This supports our view that these mosquitoes can be a risk for
the transmission of an arbovirus to human beings. An
evaluation of the vector competence of Hg. leucoceleanus
challenged orally and inoculated intrathoracically with ZIKV
allowed the detection of the spread of this arbovirus in Hg.
leucocelaenus. However, this detection was observed at very
low rates [45].

The occurrence of YFV in natural conditions
demonstrates its possibly circulating in Atlantic forest areas of
the municipality of Casimiro de Abreu, Rio de Janeiro state.

Evidence of active sylvatic YFV transmission in the nature
reserves studied here andthe abundance of the main mosquito
vector for this virus in Brazil indicates the need foractive YFV
surveillance in communities adjacent to forests. Forests near
human-modified areas where arboviruses have been found,
such as urban forests (e.g., Tijuca in Rio de Janeiro,
Buraquinho in Joao Pessoa and Dois Irmaos in Recife) should
be prioritized.

Mosquitoes adapted to urban environments, most commonly
Ae. aegypti, transmit YFV

and ZIKV between humans. Because both viruses can be
transmitted by several mosquito species, spillback to preserved
forests with wild amplifying vertebrates and mosquitoes
should considered. However, if not studied, such sylvatic
cycles will remain hidden, and low levels of ZIKV or YFV
antibody reactivity of primates near urban areas [9,11] should
not discourage additional studies in such areas.

Materials and Methods
4.1. Ethics Statement

All research was performed in accordance with scientific
license number 44333 pro- vided by the Ministry of
Environment (MMA), Chico Mendes Institute of Biodiversity
Conservation (ICMBio), Biodiversity Information and
Authorization System (SISBIO). Mosquitoes were collected
with the consent and cooperation of property owners, house-
holders, and local authorities. All members of the collection team
were vaccinated against YFV and aware of the potential risks
in the areas under study.

4.2. Study Areas
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Sampling sites were selected from forested areas near human
transmission regions in the state of Rio de Janeiro, Southeast
Brazil. Atlantic Forest fragments in the municipalities of
Casimiro de Abreu and Nova lguacu were selected for their
susceptibility to arbovirus transmission (Figure 1). The region

was affected by a recent severe yellow fever outbreakin 2016—
2018 [17].
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Figure 1. Map of the mosquito collection sites for this study. Red: Sampling sites where yellow fever (YFV)
and Zika virus(ZIKV) positive mosquitoes were collected in primary forests in the Brazilian, municipalities
of Nova Iguagu and Casimirode Abreu, state of Rio de Janeiro, Brazil. Maps were prepared in ArcGIS PRO
(URL: https://pro.arcgis.com/en/pro-app/. Accessed: 6 May 2019) and edited in CoreDRAW Graphics
Suite X7.

The municipalities of Casimiro de Abreu and Nova
Iguacu are, respectively, 140 and 30 km distant from the city
of Rio de Janeiro. The main land cover in the region is Atlantic
forest vegetation, with dense ombrophilous sub-mountain forests
in moderate and advanced stages of regeneration. The region,
located in the hydrographic basin of Sao Joao River, is situated
in the intertropical zone (at low latitudes) and its climate is
predominantly humid tropical [49]. The region is highly
influenced by the Atlantic Ocean, and presents an average
temperature of 26.8 °C, relative humidity of 56% and 1200
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mm of precipitation annually. The highest levels of rainfall
occur from October to March.

4.3. Mosquito Sampling

Mosquito eggs were collected from ovitraps placed in
three sampling sites from September 2018 to March 2019. The
sites were located in the Trés Montes Farm (A) and Trés
Morros Private Reserve of Natural Heritage (B), both in the
Casimiro de Abreu, and Sitio Boa Esperanca (C) in Nova
Iguacu.

Fifteen ovitraps were set in each sampling site. In
Casimiro de Abreu, the distance between traps was
approximately 300 m, and that between traps in the Nova
Iguacu was 1000 m. The distance between Nova Iguacu and
Casimiro de Abreu was approximately 137 km.

Monitoring was performed using oviposition traps
consisting of a 1L-capacity blackcontainer without a lid that
resembled a plant vase, which cdhtained four wooden ovipo-
sition paddles (Eucatex plates) measuring 2.5 cm 14 cm,
vertically held inside the trap by a clip. Natural water and
remains of leaves and animals found on the forest soil were
added into the trap to generate an ecosystem similar to the
natural one [50-52].

The paddles in the traps were examined in the laboratory
for eggs every two weeksfor 14 weeks during the seven months
of research. In the laboratory, egg-positive paa‘dles were
immersed in white trays filled with dechlorinated water at
29 1 °C to allow theeggs to hatch. After three days, the
paddles were removed from the water, left to air dryfor another
three days, and the hatched larvae were enumerated and reared
as previously

described [53]. Adults were identified to species level by
morphological characters using dichotomous keys [15,54].
Specimens were grouped by species, trap and date of collection
and stored at —80 °C prior to RNA extraction [55].

4.4. RNA Extraction

Males and females were separated and prepared in pools of
3-33 mosquitoes for macer-ation. Viral RNA was extracted from
each pool under BSL2 laboratory conditions following the
manufacturer’s instructions, using an MN Nucleo Spin RNA
kit (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, ref. 740955.250,
Quezon City, Phillipines) and cDNA was immediately
synthetized using a Hi-capacity RNA-to-DNA kit (Applied
Biosystem, ref. 4388950, Foster city, CA, USA), according to
the manufacturer’s instructions. DNA was quantified using a
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Denovix DS-11+b Quantifier (DeNovix Inc., Wilmington,
DE, USA) and maintained at

—20 °C until it was tested for flaviviruses.

4.5. PCR for Flaviviruses

For flavivirus detection, a conventional RT-PCR protocol
using primers designed toamplify a ~260 nucleotides sequence
of NS5 region was used, as previously described [56]. To control
our amplification, we prepared one tube for each positive and
negative control. As positive controls, we used cDNA obtained
from Yellow Fever 17D, Zika virus and WestNile virus RNA,
and as negative controls, we used cDNA from the
Chikungunya virus (CHKYV), mosquitoes that were not
infected with any arbovirus and water.

The reaction mixture comprised 1 PCR buffer, 1.5 mM
MgCl>, 10 pmol Pan-Flavi Forward primer (5-TAC AAC
ATG ATG GGG AAR AGA GAR AA-3), 10 pmol Pan-
Flavi Reverse primer (5'-GCW GAT GAC ACM GCN
GGC TGG GAC AC-3), 1.0 U of DNA polymerase
(Thermo Fisher Scientific, 168 Third Avenue, Walthan, MA
02451, USA),

1.5 ®mM MqgClz, 1 Buffer (100 mM Tris-HCI pH 8.8, 500 mM
KCI, 0.8%, Nonidet P40) and

0.2 mM dNTPs in a 25 pL reaction volume. The cycling
conditions were 94 °C for 5 min, 35 cycles at 94 °C for 30 s,
55°C for 30's, 72 °C for 30 s and a final extension at 72 °C for
5 min.

PCR products were visualized after electrophoresis on 1.5%x
agarose gels in 1 TBE (Trizma, boric acid, EDTA) buffer under
77 light (260 nm) after ethidium bromide staining. The expected
amplified fragments ranged 200—300 bp in size and were purified
using a Cellco PCR purification kit (Cellco Biotec do Brasil

Ltda, cat. # DPK-106L, Sao Carlos, SP, Brazil).

4.6. Nucleotide Sequencing

Sequencing was performed by Fiocruz nucleotide
sequencing center, using an ABI 3730DNA Analyzer (Applied
Biosystems®, Foster City, CA, USA), as previously described
[26]. Approximately 10-40 ng of purified PCR product was
sequenced on an ABI 3730 DNA Sequencer following the
BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing protocol. The
sequences were then analyzed using Geneious R10 (Biomatters,
v.10.2.6), and resulting contigs were



compared with reference sequences using NCBI Blast (Basic
Local Alignment Search Tool, at
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi  accessed on 27
August 2020)

Conclusions

Results presented here corroborate the warnings rearing
the transmission of ZIKV from urban to forest environments
[19], making eradication of the virus from the continent highly
improbable and reinforcing the need for the control of urban
mosquitoes and the development of an effective vaccine.
Owing to the evidence regarding the possible natural infection
and vertical transmission of YFV and ZIKV found in Hg.
leucocelaenus and Ae. albopictus in forested areas at Casimiro
de Abreu and in Nova lguagu, Rio de Janeiro state, Brazil,
active and constant entomological surveillance in the region is
recommendedto prevent the spread of these viruses to other
sylvatic or urban areas.
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