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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

ESTUDO DA ECOLOGIA DAS POPULACOES DE ESPECIE DE Haemagogus
(DIPTERA: CULICIDAE), NA AREA DE PROTECAO AMBIENTAL DO SANA,
MACAE, ESTADO DO RIO DE JANEIRO

RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM VIGILANCIA E CONTROLE DE VETORES

Paulo José Leite

O presente trabalho teve como objetivo analisar os padrdes sazonais de distribuicdo
e abundancia relativa de Haemagogus leucocelaenus Dyar & Shannon, 1924 em um
fragmento de Mata Atlantica do Estado do Rio de Janeiro, no qual ocorre atualmente
a circulacdo do virus da Febre Amarela (FA). As amostragens foram realizadas em
trés diferentes sitios na Area de Protecdo Ambiental do Sana (APAS), Macaé, RJ,
Brasil. Para coleta continua de ovos instalou-se 15 armadilhas de oviposi¢do
(ovitrampas), colocadas em arvores a 2,50 metros de altura, numeradas em
sequéncia e monitoradas entre outubro de 2016 a abril de 2018. Durante o periodo
de amostragem obteve-se 13.419 ovos de Culicidae, abrangendo trés espécies
pertencentes a dois géneros: Aedes terrens, Haemagogus leucocelaenus e Hg.
janthinomys. Hg. leucocelaenus apresentou maior abundancia em todos os sitios
amostrais estudados. O indice de densidade de ovos permitiu detectar flutuacdes
temporais da populacéo reprodutivamente ativa de culicideos, registrando-se o maior
indice no periodo chuvoso. Entretanto, considerando isoladamente a totalidade dos
ovos coletados no periodo mais chuvoso e mais seco foi de apenas 5.4%. Verificou-
se que houve uma diferenca significativa entre os dados de ovos eclodidos no
periodo seco e no periodo chuvoso, conforme os resultados obtidos a partir do teste
de Mann-Whitney, o qual apresentou p-valor < 0,05. A correlagdo dos fatores
abibticos foi significante para Hg. leucocelaenus em relacdo a precipitacdo
pluviométrica e em relacdo a temperatura, nédo apresentando, contudo, correlacao
com a umidade relativa do ar. Considerando que a regido estudada apresenta
condi¢cdes propicias para a transmissdo do virus causador da Febre Amarela
Silvestre, e tendo em vista a forte presenca de espécimes dos principais vetores do
virus no Brasil, faz-se necesséria atencao especial a vigilancia para o surgimento de
doencas febris entre moradores das areas do entorno ou ainda na populacéo local, a
fim de esclarecer o diagnostico correto, e a possivel ocorréncia do virus da Febre
Amarela.

Palavras — chaves: Culicidae, ovos, Haemagogus leucocelaenus, abundancia
relativa.
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STUDY OF THE ECOLOGY OF THE POPULATIONS OF SPECIES OF Haemagogus (DIPTERA:
CULICIDAE), IN THE AREA OF ENVIRONMENTAL PROTECTION OF SANA, MACAE, STATE OF
RIO DE JANEIRO

ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN SURVEILLANCE AND VECTOR CONTROL

Paulo José Leite

The aim of the present study was to analyze the seasonal patterns of distribution,
evaluate the relative abundance, and observe the hatching rate of Haemagogus
leucocelaenus eggs, collected from the Atlantic Forest in the State of Rio de Janeiro,
an area with circulation of the yellow fever virus. A total of fifteen ovitraps were
distributed, with five ovitraps placed at each different sampling point at random
distances between them. They were installed in trees, 2.50 meters high in a forest
environment, and were sequentially numbered, monitored, and replaced every two
weeks from October 2016 to April 2018. During the sampling period, 13,419
Culicidae eggs were collected; these belonged to three species and two genera:
Aedes terrens, Haemagogus leucocelaenus Dyar & Shannon, 1924 and Hg.
janthinomys. The abundance of Hg. leucocelaenus eggs was greater than that of the
other species in all the collection sites. The egg density index allowed the detection
of temporal fluctuations in the active reproductive population of culicids, registering
the highest values in the rainy season. However, the difference in hatched eggs
between the rainy and the dry season was only 5.4%. The results of a Mann-Whitney
test (p < 0,05) showed a very significant difference between the total eggs that
hatched in the dry and the rainy period. Haemagogus leucocelaenus was correlated
significantly with certain abiotic factors, such as pluviometric precipitation and
temperature; the species was not, however, significantly correlated with relative
humidity. Considering that the studied region has favorable conditions for the
transmission of the yellow fever virus and in view of the strong presence of
specimens of the main vectors of the virus in Brazil, the surveillance of the
emergence of febrile illnesses among the residents of the surrounding areas or even
in the local population, in order to obtain a correct diagnosis and verify the possible
occurrence of yellow fever, is mandatory.

Key — words: Culicidae, eggs, Haemagogus leucocelaenus, relative abundance
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1 INTRODUCAO

A Febre Amarela (FA) é uma doenca ndo contagiosa, infecciosa febril aguda,
causada por um arbovirus do género Flavivirus da familia Flaviviridae. A doenca
mantém-se endémica e enzodtica em diversas regides tropicais das Ameéricas e da
Africa e, de modo esporadico, sdo registrados surtos e epidemias de magnitude variavel
(Brasil, 2009). A febre amarela ocorre principalmente no continente africano, onde se
tem registros de mais de 90% dos registros de casos, ja nas Américas tem-se
registrado casos da doenca no Equador, Venezuela, Peru, Bolivia e no Brasil
(Albugquergue, 2007; Vasconcelos & Monath, 2016).

Os principais géneros, que incluem espécies competentes para se infectar e
transmitir o virus da febre amarela sdo Haemagogus Williston, 1896 e Sabethes
Robineau-Desvoidy, 1827 que atuam como vetores bioldgicos nas areas de florestas
das Américas. Recentemente estudos com o objetivo de mapear areas de surto de
febre amarela e seus possiveis vetores, detectaram pela primeira vez o Aedes
taeniorhynchus infectado, o qual, juntamente com Aedes scapularis (Rondani, 1848) e
Sabethes chloropterus (von Humboldt, 1891), parece exercer um papel de vetor local
ou secundario (Abreu et al., 2019). Haemagogus apresenta grande diversidade, sendo
constituido de 28 espécies (Marcondes & Alencar, 2010) e algumas de elevada
importancia epidemiologica na transmisséo do virus da Febre Amarela Silvestre (FAS)
(Arnell, 1973).

No Brasil o virus da Febre Amarela vem sendo identificado de norte a sul, com a
ocorréncia de epizootias ciclicas, casos humanos e com isolamento deste virus em
mosquitos do género Haemagogus, como: Haemagogus janthinomys Dyar, 1921 e
Haemagogus leucocelaenus Dyar & Shannon, 1924 (Mondet et al., 2002; Costa, 2005;
Araujo et al., 2011; Abreu et al., 2019). Embora o aporte de conhecimentos sobre a
Febre Amarela seja amplo, ainda existem lacunas a serem compreendidas sobre o
comportamento dos principais vetores biolégicos, agente etioldgico, assim como, seus
hospedeiros no que se refere ao entendimento da laténcia do virus durante o periodo
inter-epidémico (Dégallier et al.,, 1986). Em decorréncia dessa realidade, o
conhecimento da diversidade de Culicidae em fragmentos de Mata Atlantica é muito
importante para avaliacbes das mudancas no padrdo das atividades de suas

populacdes, até entdo considerados como de habito preferencialmente silvestre.
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O recente registro de casos humanos por Febre Amarela na regido sudeste do
Brasil, principalmente no estado do Rio de Janeiro, estimulou a realizacdo de estudos
mais aprofundados em relacdo aos habitos e comportamento dos vetores silvestre
dessa arbovirose (Couto-Lima et al., 2017). O presente estudo se propdes a estudar
varios aspectos da biologia das espécies de Haemagogus das &reas de situacdo de
vigilancia entomolégica para FAS, como: variacdo de acordo com as condicdes
ambientais (temperatura, pluviosidade, umidade relativa do ar).

O sistema de Vigilancia para a Febre Amarela Silvestre esteia-se em diferentes
eixos envolvendo acompanhamento de casos humanos, andlise das epizootias e
implementacédo de campanhas de vacinacao.

Os casos ocorrem frequentemente em regides com inexisténcia ou baixa
cobertura vacinal. Apesar da adocao dessas estratégias em areas vulneraveis de FAS,
observa-se uma incapacidade de cessar a transmissao do virus amarilico entre
primatas humanos (Brasil, 2010). A partir desse paradigma de incertezas em relacéo a
essa doenca veiculada por vetores, surge um novo desafio para a comunidade
cientifica: avancar em novas tecnologias e conhecimentos que sirvam de incremento
para um novo modelo eficiente na avaliagcdo de risco de patégenos transmitidos por

mosqu itos vetores.

1.1 Breve histérico da Febre Amarela no Brasil

A Febre Amarela é uma arbovirose de grande importancia no continente
americano, com a maioria dos casos ocorrendo no Brasil.

Proveniente do continente africano, esta arbovirose foi introduzida em nosso
continente com 0s navios de escravos, que traziam nao s6 o virus, mas também o
mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762), que se desenvolvia com facilidade nos tonéis
de dgua armazenada para o consumo, durante as viagens. A partir dai, difundiu-se do
norte dos Estados Unidos até o Cone Sul (Vasconcelos, 2003; Clements & Harbach,
2017).
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De acordo com Franco (1969):

“Bérenger -Féraud (1890), que estudou profundamente o assunto, confirmou que
na realidade a febre amarela n&o foi observada na antiguidade e provavelmente nao foi
descrito por Hipdcrates no seu livro das epidemias. Durante a segunda expedi¢do de
Cristévao Colombo, no ano de 1495, os espanhois travaram contra os indigenas a
batalha de Vega-Real ou Santo Serro, na ilha Espanhola do Haiti. Alguns historiadores
relatam que tantos os nativos quantos espanhdis refugiaram-se nas florestas e nas
montanhas e apds dois meses daquela batalha, ocorreu uma epidemia, tanto entre os
europeus como entre os indigenas, fazendo numerosas vitimas em ambas as partes.
Os sintomas descritos, embora incompletos, e a elevada mortalidade, permitiram a
Béranger-Féraud chegar a conclusdo de que se pode admitir sem hesitacdo que esta
doenca era Febre Amarela. A partir destas observacdes foram aparecendo notas,
resenhas, histérias e monografias parecidas umas as outras, descrevendo uma “praga
epidémica” existente no Novo Mundo, sem nenhuma semelhanca com as enfermidades
conhecidas na Europa. Existem vérias teorias sobre a origem da Febre Amarela. Em
1686, foi admitida sua procedéncia africana, sendo assim as colbnias francesas
receberam instruces para que fossem tomadas providéncias sanitarias, para evitar a

infeccdo amarilica procedente da Africa.”

A Febre Amarela causou grande mortandade em numerosas cidades, de
Filadélfia a Buenos Aires, transmitida por Ae. aegypti (Spielman D’Antonio, 2001).

O Brasil sofreu muito com a doencga, em termos sanitarios e econémicos, e a sua
eliminacdo das zonas urbanas, no inicio do século XX, foi um grande feito (Silva, 2003).

Em nosso pais, a primeira epidemia de FA ocorreu no ano de 1685 em Recife e
em outras cidades do Estado de Pernambuco. No ano seguinte, surgiu um grande surto
em Salvador, Estado da Bahia (Franco, 1969). Apos um periodo de siléncio, que durou
um pouco mais de um século, a FA reapareceu em Salvador em 1849, alastrando-se
para diversas cidades litoraneas e atingiu a Provincia do Rio de Janeiro, quando
morreram 4.160 pessoas (Franco, 1969). Entre 1850 a 1899, a doenca se propagou
pelo pais levando a ocorréncia de epidemias em quase todas as provincias do Império,
desde o0 Amazonas até o Rio Grande do Sul (Brasil, 2001). Por muitos anos acreditou-

se gue a febre amarela era transmitida através de miasmas. De longo tempo em paises
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atingidos por epidemias amarilicas foi observado que havia alguma correlagdo entre
agueles surtos e 0s mosquitos. Em 1881, Carlos Finlay incriminou o mosquito
Stegomyia fasciata, atualmente conhecido como Aedes aegypti, como vetor da FA. A
descoberta desencadeou muitas campanhas contra 0 mosquito nos paises onde a FA
era um problema de saude publica (Franco 1969).

Na década de 1920, surgiu a suspeita de transmissao em areas florestais da
Colébmbia, e esta foi comprovada no vale de Canad, no estado do Espirito Santo,
ficando evidente que o virus havia se adaptado a mosquitos silvestres. Os reservatorios
mais evidentes sdo os bugios e 0os macacos-prego que parecem ser resistentes. Os
gambas podem ser reservatérios, mas raramente tém sido analisados (Mondet 2002).
Em 1938, pesquisadores conseguiram associar o mosquito Haemagogus com a
transmissao da febre amarela silvestre (Franco 1969).

O desenvolvimento de uma vacina eficiente auxiliou muito na prevencédo da
ocorréncia da doenca. No entanto, como a populacdo potencialmente exposta € muito
grande e flutuante, ja que o virus ocorre em quase todos os estados do Brasil, o
controle da doenca é muito complexo. A aplicacdo universal da vacina levaria ao risco

desnecessario de reacfes adversas.

1.1.1 Epidemiologia

A Febre Amarela (FA) é uma arbovirose endémica ou enzootica existente nas
florestas tropicais da América e Africa (Figura 1) causando surtos isolados ou
epidemias, com grande impacto na saude publica. Esta doenca possui dois ciclos,
sendo eles: um ciclo silvestre (FAS) e outro urbano (FAU) (Figura 2), ambos com a
mesma sintomatologia, e mudando apenas os transmissores e hospedeiros vertebrados
(Hervé et al. 1986). O ciclo urbano é simples, feito por homem-mosquito, onde o
mosquito Ae. aegypti (Figura 3) € o vetor do virus, ndo necessitando de hospedeiros
amplificadores. No Brasil, ndo hé registro do ciclo urbano da febre amarela desde 1942,
sendo os ultimos casos notificados no estado do Acre (Brasil 2001).

Ja o ciclo silvestre é mais complexo, pois varias espécies de mosquitos sao
responsaveis por essa transmisséo. Este ciclo se faz quando os mosquitos realizam o
repasto sanguineo nos primatas ndo humanos infectados, geralmente pertencentes ao

género Cebus, Alouatta ou Callithrix. Esses mosquitos se contaminam e picam o0
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homem, sendo este homem, hospedeiro acidental (Brasil 2009).

Yellow Fever Vaccine
"~ Vaccination recommended

- Vaccination recommended since 2017
due toyellow fever outbreak®

Vaccinatio
B

Vaccination not recommended

Figura 1. Regibes endémicas Febre Amarela na América do Sul.
Fonte: https://www.cdc.gov/yellowfever/. Acesso em 10/08/2020.
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Figura 2. Ciclos epidemiologicos da febre amarela.
Fonte: Ministério da Saude. 2009.
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Figura 3. Aedes aegypti.
Fonte: Genilton José Vieira. Lab. Producdo e Tratamento de Imagens. Fiocruz. RJ.

Véarias espécies de mosquitos tém sido encontradas naturalmente infectadas
com o virus da FA, em diferentes regifes do Brasil: Psorophora ferox, no interior de S&o
Paulo, Aedes serratus no Rio Grande do Sul, Aedes scapularis e Aedes
taeniorhynchus, mais recentemente em estados do sudeste. Todos considerados
vetores secundarios ou locais da FAS (Cardoso et al., 2010; Moreno et al., 2011; Abreu
et al., 2019). Entretanto, a maioria dos isolamentos virais para FA vem sendo feita em
Hg. janthinomys e Hg. leucocelaenus, podendo dizer assim que hoje eles séo os
principais vetores do virus da Febre Amarela Silvestre no Brasil (Costa et al., 2005;
Abreu et al., 2019) (Figuras 4 e 5). Espécies de Sabethes que também sado assinaladas
como vetores, estao presentes nos mesmos habitats dos Haemagogus, porém elas nao
sdo consideradas bons vetores, pois hdo possuem uma capacidade de adaptacdo em

areas com acofes antropicas (Camargo-Neves et al., 2005).

Moustique / Mosquito Haemagogus janthinomys )
Alto Paraiso, GO: photo N. Degallier. IRD, 2001 ;&,

Figura 4. Haemagogus janthinomys
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Figura 5. Haemagogus leucocelaenus.
Foto de Genilton José Vieira. Lab. Producdo e Tratamento de Imagens. Fiocruz. RJ.

Os riscos de contrair a doenca sdo maiores para aquelas pessoas que se
expfem a mata, aos que evitam as incursdbes em matas ou que vivem em areas
indenes da virose esse percentual é muito baixo. A vacinacdo é a medida profilatica
mais eficiente para combater esta doenca, pois todas as pessoas nao vacinadas e que
se exponham as picadas dos transmissores infectados pelo virus em areas de floresta,
ou em areas em que o virus da febre amarela existe, podem se infectar e adoecer pela
FA (Vasconcelos, 2000).

E desconhecido se ha maior suscetibilidade do virus da febre amarela de acordo
com a etnia, cor ou faixa etaria (Brés, 1986). Entretanto, estudos revelaram que a faixa
etaria de maior ocorréncia varia entre 14 e 35 anos. Essa preferéncia ocorre pela maior
exposicdo as matas e ndo pela maior susceptibilidade ao virus (Vasconcelos, 2000).

Os mosquitos sdo considerados transmissores e reservatorio do virus, pois além
de transmitir o virus, uma vez infectados, eles permanecem com o virus a vida toda. Ja
0s primatas humanos e ndo humanos, ficam doentes, morrem ou conseguem se curar,
ficando imunes a esse virus. Deste modo, 0os macacos atuam como hospedeiros

amplificadores da virose (Vasconcelos, 2000).

1.1.2 Febre amarela no Estado do Rio de Janeiro

No Brasil, a FAS ocorre de forma enzootica/endémica na regido Amazonica e na
regido extra-amazbnica ha registros de periodos epidémicos ocasionais, 0 que
caracteriza a reemergéncia do virus no pais.

No periodo 2014-2015, a transmissdo que inicialmente ocorreu na regido norte,
expandiu-se de leste para sul, afetando principalmente os estados da regido centro-
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oeste em 2015-2016. A partir da reemergéncia na regido Centro-Oeste, 0 virus
expandiu-se pelo territério brasileiro, atingindo areas com baixas coberturas vacinais e
onde a vacinacdo nao era recomendada (Brasil, 2017).

-1%ciclo

Depois de um grande periodo de siléncio da Febre Amarela, mais recentemente,
entre 2016/2017, o Brasil registrou 0 surto mais expressivo da doencga, que afetou
principalmente os estados da regido Sudeste, quando foram registrados 779 casos
humanos e 262 débitos, além de 1.659 epizootias por FA (Brasil, 2018). O mais
alarmante € que a epidemia em curso se espalhou progressivamente para a costa
atlantica, causando mortes de PNHs e humanos em uma zona livre de febre amarela
por mais de 70 anos, mas altamente infestada por Ae. aegypti e Ae. albopictus (Brasil,
2017).No estado do Rio de Janeiro, em marco de 2017 foram registradas as primeiras
notificagbes de casos humanos de Febre Amarela, todos detectados no municipio de
Casimiro de Abreu, na regido noroeste do estado, distante cerca de 12,5 km da nossa
area de estudo que fica no municipio de Macaé, regido norte do estado do Rio de

Janeiro (Figura 6).

Figura 6. (A), Mapa dos municipios do estado Rio de Janeiro com destaque para Macaé e

Casimiro de Abreu, (B) Distancia de 12,5 Km da area de estudo na APA do Sana para o

primeiro caso de FAS em Casimiro de Abreu no estado do Rio de Janeiro em marc¢o de 2017.
Fonte: IBGE e Google Earth , acesso em 17 de outubro de 2020, montado pelo autor.
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Segundo a Secretaria Estadual de Saude, no primeiro ciclo da doenca que
ocorreu entre os periodos de julho de 2016 a junho de 2017, foram notificados 83 casos
humanos, onde 28 foram confirmados. Dos 28 casos confirmados, nove evoluiram a
Obito com uma letalidade 32,1%. Os nove casos que evoluiram para 6bito, ocorreram
nos seguintes Municipios: dois em Porciuncula; dois em Macaé; um em Casimiro de
Abreu; um em Marica; um em Silva Jardim; um em Santa Maria Madalena e um em

Nova Friburgo. Em Macaé foram confirmados 5 casos de febre amarela (Figura 7).

ol
{ 4 ", )
e C /{ ('
W o £l {
A - {
/2 D Noof \
/J/I \5
//// \'\) A |//
{ R // q B /»\,.//\J?v ,)
o7 // W - ff“()v 474 N~
’ R ~ o
| — MACAE-RJ

Figura 7. Distribuicdo dos casos de Febre Amarela nos bairros do municipio de Macae, estado
do Rio de Janeiro: (A) Areia Branca (Obito), (B) Sana, (C)Trapiche (D) Glicério(Obito) e (E)
Cérrego do Ouro. Fonte : IBGE / Wikipédia, montado pelo autor.

Os casos notificados possuem média e mediana de idade 39 e 35
respectivamente, sendo 65% (N=54) do sexo masculino e 35% (N=29) do sexo
feminino. Nesse 12 ciclo foram notificadas cerca de 216 epizootias envolvendo cerca de
362 animais. Em sete Municipios foram confirmadas essas epizootias: Campos dos
Goytacazes; Carmo; Marica; Santa Maria Madalena, Sao Sebastido do Alto, Guapimirim
e Macuco (Figura 8).
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Figura 8. Mapa com a distribuicdo de epizootias no Estado do Rio de Janeiro de Janeiro
a marco/2017 (Fonte: CIEVS/SVEA/SES-RJ).

-2%ciclo

No segundo ciclo monitoramento (julho/2017 a junho/2018) dos casos de Febre
Amarela no Estado do Rio de Janeiro, percebe-se, através dos boletins
epidemioldgicos, o caminhar do virus para regido central e sul do estado, fato que ja
sinalizava este caminho de acordo com a epizootia pregressa no primeiro ciclo de
monitoramento da doenca. O nosso monitoramento vetorial se limita até a semana
epidemioldgica 17 de acordo com o periodo do nosso estudo.

Segundo informacdes da Secretaria Estadual de Saude (SES) do Rio de Janeiro,
entre julho de 2017 a maio de 2018, registrou-se 476 notificacdes de casos suspeitos
de FA, destes, foram confirmados 255 casos, dos quais 91 evoluiram para 6bito.

. Neste periodo, ndo houve registro de casos de febre amarela nas cidades de
Macaé e Casimiro de Abreu. No entanto, o municipio de Nova Friburgo confirmou nove
casos com cinco 6bitos e Silva Jardim registrou trés confirmacdes com dois 6bitos. Dos

casos de FAS confirmados, 79% (n=201) sdo do sexo masculino e apenas 21% (n=52)
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do sexo feminino, a idade mediana dos casos confirmados foi de 48 anos, sendo o
limite minimo cinco e o maximo 92.

De acordo com a SES do Rio de Janeiro, até a decima oitava semana
epidemiologica (abril de 2018), foi observado um aumento das notificagbes com 308
epizootias, envolvendo 779 primatas ndo humanos distribuidos em 15 Municipios:
Miguel Pereira, Nova Iguacu, Sumidouro, Tangua, Niteroi, Valenca, Angra dos Reis,
Barra Mansa, Duas Barras, Paraty, Volta Redonda, Araruama, Engenheiro Paulo de
Frontin, Itatiaia e Petropolis.

De modo geral, os registros de epizootia desde o inicio das notificacdes até a
final do estudo na 18° semana epidemioldgica do ano de 2018, contabilizaram 524
notificacbes com cerca de 1.141 animais envolvidos nesse evento. O mapa abaixo
mostra essa distribuicdo no estado do Rio de Janeiro, divididos entre o primeiro e
segundo ciclo das epizootias (Figura 9).

Casos de Epizootias no Rio de Janeiro r%

1° Ciclo

2° Ciclo

Figura 9. Distribuicdo de epizootias no Estado do Rio de Janeiro de 2016 a 2018.
(Fonte: CIEVS/SVEA/SES-RJ).
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1.2 Familia Culicidae & Generalidades

Acredita-se que a familia Culicidae tenha surgido no periodo do Jurassico, assim
como, no Cretaceo tenha sido registrado o primeiro féssil, que trata-se do téxon
Burmaculex antiquus Borken & Grimaldi 2004, descrito a partir de um exemplar fémea
descoberto em Myanmar (antiga Birmania) em 1999, dentro de um ambar fossilizado
(FIOCRUZ / INVIVO 2020). Os mosquitos (em senso estrito) séo insetos perfeitamente
adaptados a antroposfera. Sdo também conhecidos popularmente como pernilongos,
carapanas e murigocas.

Desde a antiguidade estdo envolvidos com a transmissdo de agentes
patogénicos ao homem e a outros animais que conosco convive. Incontaveis sdo as
citagBes na literatura histérica e cientifica, dando conta de sua estreita associagdo com
a humanidade.

Mendez (1984) referiu registros dessa “convivéncia” ja entre os anos 2000-1500

a. C. na Mesopotamia, China, india e Egito.

1.2.1 Classificacao

Os mosquitos sdo dipteros nematoceros, pertencentes a familia Culicidae. Em
sua forma adulta se distinguem dos demais integrantes da ordem Diptera por
apresentarem escamas nas veias alares, carater que nao se encontra nem nas familias
mais proximas, Chaoboridae e Dixidae (Forattini, 2002).

Séo dipteros, ou seja, insetos que possuem um par de asas, COmo as moscas,
mas sua caracteristica principal € que as fémeas tém as pecas bucais alongadas,
adaptadas para picar e sugar o sangue de animais vertebrados (Forattini, 2002).
Atualmente a familia Culicidae esta dividida em duas subfamilias e existem 3549
espécies de mosquitos reconhecidas e distribuidas em aproximadamente 112 géneros
(Harbach, 2008) ou 42 géneros de acordo com a classificacdo mais tradicional de
Wilkerson et al. (2015). Ocorrem em todas as regifes do planeta, constituindo grupo

taxondmico de relevante biodiversidade (Tabela 1).
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Tabela 1. Subfamilias, tribos, géneros, subgéneros, niamero de espécies e
distribuicdo de Culicidae (Harbach, 2007).

N° de

?u'bfamllla Género Subgénero N° d,e . Distribuicéo
ribo S espécie
Anophelinae Anopheles 7 455 Cosmopolita
Bironella 3 8 Australasia
Chagasia 0 4 Neotropical
Culicinae
Aedeomyiini Aedeomyia > 6 ﬁfrotrop?cal, Australasia, Oriental,
eotropical
Aedini Aedes 23 363 Velho Mundo, Neartica
Armigeres 2 58 Australasia, Oriental
Ayurakitia 0 2 Oriental
Borichinda 0 1 Oriental
Eretmapodites 0 48 Afrotropical
Haemagogus 2 28 Principalmente Neotropical
Heizmannia 2 39 Oriental
Ochlerotatus 22 550 Cosmopolita
Opifex 0 1 Nova Zelandia
Psorophora 3 48 Novo Mundo
Udaya 0 3 Oriental
Verrallina 3 95 Principalmente Australasia, Oriental
Zeugnomyia 0 4 Oriental
Culicini Culex 23 763 Cosmopolita
Deinocerites 0 18 Principalmente Neotropical
Galindomyia 0 1 Neotropical
Lutzia 3 7 Afrotrop?cal, Austr,alc_élsia, (_)riental,
Neotropical, Paleartico Oriental.
Culisetini Culiseta 7 37 Velho Mundo, Neértica
Ficalbiini Ficalbia 0 8 Afrotropical, Oriental
Mimomyia 3 44 Afrotropical, Australasia, Oriental
Hodgesiini Hodgesia 0 11 Afrotropical, Australasia, Oriental
Mansoniini Coquillettidia 3 57 Velho Mundo, Neotropical
Mansonia 2 23 Velho Mundo, Neotropical
- . Afrotropical, Neartica, Neotropical,
Orthopodomyiini  Orthopodomyia O 38 Oriental Paleartico
Sabethini Isostomyia 0 4 Neotropical
Johnbelkinia 0 3 Neotropical
Kimia 0 5 Oriental
Limatus 0 8 Neotropical
Malaya 0 12 Afrotropical, Australasia, Oriental
Maorigoeldia 0 1 Nova Zelandia
Onirion 0 7 Neotropical
Runchomyia 2 7 Neotropical
Sabethes 5 38 Neotropical
Shannoniana 0 3 Neotropical
Topomyia 2 54 Principalmente Oriental
Trichoprosopon 0 13 Neotropical
Tripteroides 5 122 Principalmente Australésia, Oriental
Principalmente Neotropical,
Wyeomyia 15 140 Afrotropical, Australasia,
Neotropical
Toxorhynchitini Toxorhynchites 4 88 Paleartica Oriental, Oriental
I . Afrotropical, Australasia, Orietal,
Uranotaeniini Uranotaenia 265

Neotropical
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A subfamilia Anophelinae Grassi, 1900 reune trés géneros: Anopheles
Meigen, 1818, Chagasia Cruz, 1906 e Bironella Theobald, 1905, sendo os dois
primeiros encontrados na regido Neotropical (regido que compreende a América do
Sul, o Caribe e parte da América Central). Dentre eles, Anopheles se destaca por
incluir as espécies responsaveis pela transmissdo da malaria. A subfamilia
Culicinae Meigen, 1818, formada por 11 tribos, nove delas também encontradas na
regido Neotropical, retne diversas espécies com interesse epidemioldgico,
principalmente das tribos Aedini Neveu-Lemaire, 1902 e Culicini Meigen, 1818
(Forattini, 2002). Os culicineos podem ser diferenciados dos anofelinos de acordo
com diversas caracteristicas como: 0s ovos sao postos separadamente em locais
umidos, fora do meio liquido como no caso dos Aedes spp. ou em conjunto para as
espécies do género Culex e no caso de Anopheles sdo depositados isoladamente
na superficie da agua ou perto dela e possuem flutuadores (Consoli & Lourenco-de-
Oliveira,1994). Outras diferencas morfolégicas dos adultos entre as duas
subfamilias estédo relacionadas ao tamanho dos palpos maxilares, que nas fémeas
de Culicinae sdo mais curtos que a probdscide e nas fémeas de Anophelinae sao
tdo longas quanto essa estrutura. Ambas subfamilias podem ainda se diferenciar

pelo formato do escutelo, trilobado nos Anophelinae e arredondado nos Culicinae.
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1.2.2 Ciclo de vida

Os mosquitos sédo insetos holometabolos, isto €, durante o seu ciclo de vida

passam pelas fases de ovo, larva, pupa e adulto (Figura 10).

Fémea Emergéncia do adulto

Ovos Larvas (L1,L2,L3 e L4) Pupa

Figura 10. Ciclo de vida de mosquitos do género Culex. Adaptado de
http://www.wumcd.org/mosquito/lifecycle.html. Acesso: 27 de junho de 2020.

-Adultos

Os adultos s&o alados, possuem pernas e antenas longas e apresentam o corpo
dividido em cabeca, térax e abdome (Consoli & Lourenco-de-Oliveira, 1994).

A cabeca possui um par de antenas, dois olhos compostos, um par de palpos
maxilares e o aparelho bucal picador-sugador denominado probdscide. O térax €
formado por trés segmentos, onde em cada um deles encontra-se um par de pernas e
no 2° seguimento um par de asas e um par de halteres. O abdome é constituido por 8
segmentos e mais dois reduzidos e modificados para reproducdo (Consoli & Lourenco-
de-Oliveira, 1994).

A forma de dimorfismo sexual mais comum esta nas antenas (Figura 11). Os
segmentos flagelares antenares sao revestidos por cerdas, em geral mais longas e
numerosas nos machos, por isso chamadas de antenas “plumosas”, e mais curtos e

menos numerosos nas das fémeas, antenas “pilosas”.
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Figura 11. Diferencas morfoldgicas existentes entre machos e fémeas adultos de Culicidae. (A)
Fémea - Antena pilosa; Macho - Antena plumosa (Fonte: Pro Epi 2018).

Com relagdo ao tamanho, geralmente as fémeas s&o maiores que 0s machos,
mas em geral possuem de 3-6 mm de comprimento. Em mosquitos como
Toxorhynchites Theobald, 1901 e Psorophora ciliata Fabricius, 1794 que tem porte
avantajado, as fémeas podem chegar a 19 mm. Em qualquer caso, a distincdo entre
0S sexos através das genitalias ndo deixa duvidas.

Na grande maioria as fémeas de mosquitos sdo hematofagas. No entanto,
algumas espécies de mosquitos, como 0s pertencentes ao género Toxorhynchites, as
fémeas séo fit6fagas, portanto, dependem exclusivamente da alimentacdo com
carboidratos (Consoli & Lourenco-de-Oliveira, 1994).

Quanto a preferéncia alimentar sanguinea, algumas espécies sao zodfilicas
estritas, ou seja, sO picam 0s animais; outras sdo antropofilicas e ainda existem

aquelas que sdo generalistas, podendo picar tanto 0 homem quanto 0s animais.

- Ovos

Apés o0 repasto sanguineo, as fémeas gravidas realizam a oviposicdo nos
criadouros, que variam de espécie para espécie. Podem ser permanentes ou
temporarios, naturais ou artificiais e, ainda, no solo ou em recipientes (Neves, 2011).

Os mais comuns incluem corpos de agua naturais tais como remansos de rios, lagoas,
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pocas temporérias, buracos de arvores e interndédios de bambu, ou artificiais como
latas, caixas d’agua e pneus velhos (Neves, 2011).

Os ovos podem ser depositados pelas fémeas unidos sobre a agua, formando
conjuntos denominados “jangadas”, como no género Culex Linnaeus, 1758 (Figura
12A), ou depositados separadamente e fora d’agua, como por exemplo ovos postos
pelas fémeas de Aedes Meigen, 1818 (Figura 12B), ou ainda isolados sobre a agua, a
exemplo das espécies do género Anopheles Meigen, 1818 (Figuras 12C). Os ovos de
Anophelinae possuem expansdes laterais no cério chamados flutuadores, cuja funcao
ja é definida pelo sua prépria denominacgéao (Forattini, 2002).

Flgura 12. Ovos de CuI|C|dae (A) Ovo de Culex (B) Ovo de Aedes e (C) Ovo de Anopheles
(Fonte: Pro Epi, 2018).

O nuamero de ovo é variavel para cada espécie, mas usualmente uma fémea
ovipde de 70 a 120 ovos por postura, variando de duas a oito posturas por fémea
(Neves, 2011).

Os ovos sao de formato oval ou eliptico, mais ou menos alongado e dotados de
simetria bilateral. Geralmente tornam-se escurecidos ou pretos pouco tempo apos a
postura, o revestimento dos ovos é formado pelo cério, este compde-se de duas
camadas, uma externa, o exocério e outra interna, o endocério. (Consoli & Lourenco-
de-Oliveira, 1994). O exocério apresenta relevos e estruturas que tém se revelado de
grande auxilio na sistemética, mas que para visualizacdo apropriada necessitam de
microscopia eletrénica de varredura (MEV). Na extremidade anterior do ovo ha um

pequeno orificio, a micropila, pela qual o espermatozoide penetra (Forattini, 2002)

-Larvas

Apds um tempo em contato com a agua, 0s ovos irdo liberar pequenas formas
imaturas, as larvas. As larvas passam por quatro estadios de desenvolvimento,
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designados por instares (L1, L2, L3 e L4) até se transformarem em pupa (Consoli &
Lorenco-de-Oliveira, 1994).

As larvas dos mosquitos tém o corpo divido em cabeca, torax e abdome. Néao
tém apéndices locomotores; por ndo terem pernas sdo chamadas de 4podes. Sempre
vivem em meio aquatico com mobilidade ativa gracas a execug¢do de movimentos
irregulares de contor¢cdo. Alimentam-se constantemente de microorganismos (ex.
zooplanctons, fitoplanctons e matéria organica suspensa) ( Forattini, 2002).

A cabeca e o torax sdo arredondados, globulares, enquanto o abdome é mais
alongado. No corpo da larva inserem-se mais de 200 pares de cerdas, cujo aspecto e
tamanho € de grande importancia na identificacdo. A quetotaxia € o estudo da
distribuicdo e denominacdo dessas cerdas, a terminologia empregada para as cerdas
segue uma ldgica da posicdo em que a mesma se insere. Assim, usa-se uma letra do
local em que a cerda se insere seguida do seu numero. Por exemplo, 2-C é a segunda
cerda da cabeca, 2-lll, a segunda cerda do terceiro segmento abdominal. No segmento
VIIl do abdome, além de cinco pares de cerdas, existe um conjunto lateral de escamas:
a escova ou pente do segmento VIII (Forattini,1996).

Quanto ao posicionamento na agua para a respiracdo, as larvas de anofelinos
permanecem paralelamente a superficie liguida e ndo apresenta sifdo respiratorio,
apenas um aparato onde os espiraculos se abrem na superficie enquanto que as larvas
de culicineos (Culex e Aedes) tém um tubo (sifdo) para respirar, apresentando uma
posicdo obligua quando estdo junto a superficie da agua (Figura 13) (Consoli &
Lourenco-de-Oliveira, 1994).

Figura 13. Larvas de Ae. aegypti. Podemos observar cabeca, torax e abdome, além do sifao
respiratdrio. Foto de Genilton Vieira — Lab. de Prod.Trat.de Imagens. Fiocruz. RJ
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-Pupa

As pupas néo se alimentam, e é nesta fase que ocorre a metamorfose do estagio
pupal para mosquito adulto. Essa fase geralmente dura de 2 a 3 dias (Forattini, 2002). A
pupa é dividida em cefalotérax e abdome, ou seja, a cabeca e o térax sdo unidos
constituindo o cefalotérax, o que da a pupa em uma viséo lateral a forma de virgula.
Movimenta-se com rapidez e para respirar € dotada de um par de respiradores ou
trompetas respiratorias e seu deslocamento é facilitado através de palhetas natatorias,

localizadas no final do abdome (Consoli & Lourengo-de-Oliveira, 1994) (Figura 14).

Figura 14. Exdvia de uma larva de quarto estadio ao lado a pupa do Ae. aegypti. Foto de
Genilton Vieira- Lab.Prod.Trat.de Imagens. Fiocruz.RJ

1.2.3 Bioecologia do género Haemagogus

Pertencentes a subfamilia Culicinae, dentro da tribo Aedini se encontram os
mosquitos do género Haemagogus, 0s quais sdo silvestres, de habitos diurnos e
desenvolvem suas atividades na copa das arvores. Algumas espécies desse género
mostram tendéncia a domiciliagdo e varias espécies sdo importantes vetores de virus
de FAS (Marcondes & Alencar, 2010).

Estéo distribuidos principalmente na América Central e norte da América do Sul,
mas algumas espécies tém sido obtidas nos Estados Unidos, norte do México e
Argentina (Marcondes & Alencar, 2010).

No Brasil, Hg. janthinomys é encontrado da Amazonia ao Sudeste, notadamente
até Minas Gerais, enquanto Hg. leucocelaenus, se estende de Norte a Sul (Forattini,

2002). Como os demais mosquitos, as espécies de Haemagogus podem ser
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influenciados pelas condi¢des climaticas, como: temperatura, umidade relativa do ar e
pluviosidade (Teixeira et al. 1999), o que consequentemente tem um efeito direto na
emergéncia ou reemergéncia de doencas infecciosas transmitidas por vetores
(Anyamba et al., 2014).

Dégallier et al. (2006) observaram que as epizootias e epidemias ocorridas na
Amazobnia foram associadas ao inicio da estacdo chuvosa, quando as densidades de
mosquitos sdo mais altas, acompanhando o incremento do regime pluviométrico da
floresta.

Os ovos de Haemagogus leucocelaenus, que resistem por longo tempo antes da
eclosdo, sao colocados isoladamente no substrato Umido de recipientes naturais e
eclodem na época mais chuvosa do ano. Os ovos de Aedini parecem ter respostas
diferentes aos estimulos externos para eclosdo, mas alguns ovos podem precisar de
mais de uma imersdo para a eclosdo (Clements, 1963). Isto € conhecido como
“instalment hatching” (Gillett, 1955), e provavelmente é uma estratégia para a
sobrevivéncia dos mosquitos em criadouros temporarios submetidos a varias
inundacdes (Andreadis, 1990).

Os criadouros de Haemagogus na sua maioria sao representados por ambientes
naturais como ocos de arvores, internddios de bambus, cascas de coco, bromélias,
dentre outros (Figura 15) (Arnell, 1973).

Figura 15. Oco de arvore, sitio natural de ovoposi¢do de mosquitos do género Haemagogus.
Fonte: Paulo Leite. Laboratério de Diptera. IOC. Fiocruz. RJ
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1.3 Justificativa

As florestas tropicais contém tanto a maior parte da diversidade quanto 0s
maiores hiatos no conhecimento da sua fauna (Lamarre et al., 2012). O Brasil, pais com
alta biodiversidade, sofre, contudo, uma preocupante aniquilacdo de ambientes, com
taxons sendo extintos antes que possam ser descobertos ou descritos pela ciéncia,
tornando premente a necessidade de ampliamento dos inventarios faunisticos, incluindo
levantamentos da entomofauna culicideana. A compreensdo sobre o0s aspectos
ecologicos e bioldgicos das populacdes de Culicidae realizados em ambiente natural
proporcionam informacdes sobre a relagdo entre a diversidade de espécies e a area
nas quais sdo encontradas, considerando que mosquitos silvestres podem vir a se
tornar potenciais vetores de patdgenos, e contribuem com subsidios para o
entendimento de importantes aspectos epidemiolégicos. Escolhemos para o
desenvolvimento desse estudo, a Area de Protecdo Ambiental do Sana, no municipio
de Macaé, estado do Rio de Janeiro, justamente pelo fato de apresentar um desenho
epidemioldgico sugestivo, composto por um vale de montanhas, com rica fauna e flora,

além de inumeras cachoeiras e pelo fato de estar inserido em area de Mata Atlantica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar aspectos da biologia das espécies de Haemagogus, relacionadas
principalmente as variacdes das condigbes ambientais, das &reas de situacdo de
vigilancia entomoldgica para Febre Amarela Silvestre.

2.2  Objetivos Especificos

e Identificar as espécies de mosquitos coletados em fragmentos de Mata Atlantica em
situacdo de vigilancia, devido a proximidade de areas com ocorréncia de FAS na Area
de Protecdo Ambiental do Sana no Estado do Rio de Janeiro.

e Analisar a distribuicdo da oviposicdo em relacdo a diferentes sitios amostrais utilizados

pelas fémeas de Haemagogus.

e Comparar a ovoposicao nos periodos seco e chuvoso

e Correlacionar as variagcdes climéaticas (temperatura, umidade relativa do ar e
pluviosidade) com a densidade populacional das espécies de Haemagogus nos
diferentes pontos amostrais.

e Descrever as caracteristicas epidemiologicas dos casos humanos confirmados de febre
amarela silvestre que ocorreram na Area de Protecdo Ambiental do Sana e na

circunvizinhanca.

e Elaborar no Laboratério de Diptera do Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, fontes de
informacdes bioldgicas sobre as espécies de mosquitos do género Haemagogus:
confeccionando um guia de manutencdo adequado e estocagem de ovos, ecloséo
larvaria, manutencao das larvas e pupas, e criacao até o estadio de adulto, gerando um
manual com distintos Procedimentos Operacional Padrao (POP) para ser aplicado em
Laboratério de entomologia. O produto direcionard de forma objetiva a préatica de
rotinas, com o objetivo de atender a demanda de espécimes utilizados em ensaios

bioldgicos.

38



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Declaracao de ética

A licenca permanente de coleta, captura e transporte de material biolégico foi
concedida pelo Sistema de Autorizagéo e Informacédo em Biodiversidade - (SISBIO) -
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBio) com o numero:
34911-1. Todos os membros da equipe foram devidamente vacinados contra a Febre

Amarela.

3.2 Area de Estudo

Considerado um santuario ecologico, com dezenas de cachoeiras em uma area de
Mata Atlantica localizado em vale cercado de montanhas, a Area de Preservacio
Ambiental do Sana, localizada no municipio de Macaé, estado do Rio de Janeiro, Brasil,
foi criada 2001, pela Lei Municipal 2172. A criacdo da APA do Sana teve como objetivos
promover o desenvolvimento sustentavel a partir dos recursos naturais, além de
preservar e proteger a flora e a fauna, além das belezas naturais como: cachoeiras,
elevacgOes rochosas , vegetacao e ordenar o processo de ocupacdo. A APA se estende
por uma area de 15,7 hectares, e a Mata Atlantica existente é do tipo secundaria de
onde surgem a grande atracdo da regido que sao as cachoeiras. A APA do Sana é
uma Unidade de Conservacdo de Uso Sustentavel dos Recursos Ambientais e engloba
toda extensao do distrito. (PMM,2020)

A Bacia do Rio Sana, presente na maior parte do territério da APAS, é a maior e
mais importante fonte de agua do Rio Macaé (PMM, 2019). Em cada ponto amostral
sob as mesmas condi¢coes de altura (2,5m) e quantidade (5 unidades por ponto)
instalou-se as armadilhas de ovitrampas:

Ponto de coleta 1 (22°20'01.3"S, 042°12'24.0"W): apresenta densa camada
arbustiva, com arvores altas muito proximas umas das outras; Ponto de coleta 2
(22°20'02.9"S, 042°12'28.3"W): localizado as margens do Rio Sana. A fauna de
mosquitos nesse ponto recebe influéncia da fisionomia vegetal com a presenca de
bambuzais; Ponto de coleta 3 (22°20'02.9"S, 042°12'31.1"W): tem a cobertura vegetal
semelhante ao ponto amostral 1, no entanto, em mata mais preservada além do rio esta

localizado mais préximo a esse ponto amostral (Figura 16).
39



Subtitle
QO samplearea

e D Municipality of Macaé
1 [ steters

42°1215"W

Subtitle

O Sample points

Figura 16. Area Protecdo Ambiental do Sana. A: Localiza¢io do ponto de coleta dentro da
reserva. B: Localizacao da reserva dentro do municipio de Macaé no estado do Rio de Janeiro,
Brasil. C: Localizag&do dos pontos amostrais contendo trés blocos amostrais com cinco pontos
marcados em amarelo.

3.3 Coletas

Para coletas de ovos utilizaram-se de armadilhas do tipo ovitrampas constituidas por
pote preto fosco, com capacidade para o volume de 500 mL, sem tampa com quatro
palhetas de madeira compensada (placas de Eucatex), de 4 cm X 14 cm, presas

verticalmente no interior da armadilha por “CLIPS” (Figura 17).
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Figura 17. Composigéo da armadilha ovitrampa: vaso (A), palheta (B) e “CLIPS” (C) (grampo de
metal) Fonte: Jeronimo Alencar. Laboratério de Diptera. IOC. Fiocruz .RJ

Na ovitrampa, foi adicionada agua natural e serrapilheira (restos de folhas e
material organico em decomposi¢édo do solo), visando reproduzir um microecossistema
mais proximo do natural. Distribuiram-se aleatoriamente quinze armadilhas de
ovitrampas, sendo cinco ovitrampas em cada ponto de amostragem, instaladas em
arvores a 2,50 metros de altura em ambiente florestal com numeracdo sequencial,
monitoradas e substituidas quinzenalmente de outubro de 2016 a abril de 2018 (Figura
18) (Silver, 2008; Alencar et al. 2016).

Figura 18: A- Confeccdo manual das armadilhas do tipo ovitrampa. B e C instalacéo
das armadilhas na altura de 2,5 metros.
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3.4 Acondicionamento e criacao

Apbés o recolhimento das ovitrampas, a cada 15 dias, as mesmas foram
acondicionadas em uma caixa de polietileno e enviadas identificagdo no Laboratorio de
Diptera do Instituto Oswaldo Cruz-FIOCRUZ. No laboratorio, as palhetas foram
cuidadosamente examinadas sob um microscopio estereoscoépico, para proceder a
contagem dos ovos. Apds a contagem, as palhetas foram imersas em agua desclorada,
contidas em bandejas transparentes. Em seguida as palhetas positivas (contendo ovos)
foram colocadas em estufa, com termoperiodo e fotoperiodo regulados a temperatura
de 28° £ 1°C, umidade relativa de 75 a 90% e fotoperiodo de 10 horas, para ecloséo
dos ovos e procedimento de criagdo. Desta forma foram mantidos os espécimes vivos,
sob essas condigOes experimentais, para permitir que atingissem a fase adulta. Todos
0s espécimes criados foram encaminhados para determinacdo especifica, conforme

metodologia descrita por Alencar et al. (2016).

3.5 Identificacédo dos espécimes

Procedeu-se a identificacdo especifica dos adultos obtidos por observacéo
direta dos seus caracteres morfolégicos evidencidveis ao microscopio
estereomicroscopio (Zeiss®), utilizando chaves dicotdmicas elaboradas por Arnell
(1973) e Forattini (2002) e consultando descricdes/diagnoses especificas respectivas.
Apoés a determinacéo especifica, todos os espécimes foram incorporados a Colecéo
Entomoldgica do Laboratério de Diptera, Fiocruz, sob os titulos de “Colegdo Area de

Protecao Ambiental do Sana”.

3.6 Analise ecoldgica

Os dados foram analisados para expressar a relacdo ecoldgica entre as
populac6es de Culicidae e a distribuicdo sazonal. Avaliou-se a abundancia relativa de
ovos por periodo chuvoso (novembro, dezembro, janeiro, fevereiro, marco, abril) e
seco (maio, junho, julho, agosto, setembro, outubro) de acordo com a distribuicéo
média anual das chuvas do Estado do Rio de Janeiro resultante de uma série de
dados de 30 anos observados por Marcuzzo e Goularte (2013) e Simon et al. (2013).

Para avaliar se houve ou nédo diferenca estatisticamente significativa entre o

namero de ovos viaveis coletados no periodo seco em comparacdo ao namero de
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ovos viaveis coletados no periodo chuvoso utilizou-se o teste de Shapiro-Wilks. Para
analises ndo parameétricas, aplicou-se o teste de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis, uma
vez que os dados mostraram ndo seguir a distribuicdo normal. A analise estatistica foi
realizada no GraphPad Prism versédo 6.00 para Windows, e o nivel de significancia foi
estabelecido em p <0,05. As analises das amostras independentes usando o teste t de

Student foram realizadas usando o software BioEstat versao 5.3.

3.7 Dados meteorolégicos

Os dados relativos a temperatura, pluviosidade e umidade relativa do ar, foram
obtidos através de solicitacdo ao INMET - Instituto Nacional Meteorologia. Estacao

Meteoroldgica Automética de Macaé/RJ
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4  RESULTADOS

Durante o periodo compreendido entre outubro de 2016 a abril de 2018,
13.419 ovos de culicideos foram coletados na Area de Protecdo Ambiental do Sana
(APAS). Desse total, 2.290 ndo eclodiram e dos 11.129 que o fizeram e evoluiram
até adulto, correspondiam as seguintes espécies respectivamente: 10.946 de
Haemagogus leucocelaenus, 172 de Aedes terrens e 11 de Haemagogus
janthinomys.

Comparando a totalidade de ovos eclodidos entre o periodo mais chuvoso e
mais seco foi observado que o periodo chuvoso representou 87% na abundancia de
ovos eclodidos, enquanto o menor percentual ocorreu no periodo seco com 13%
(Tabela 2). Entretanto, considerando isoladamente a totalidade dos ovos coletados
no periodo chuvoso 83,5% eclodiram e 16,5% nédo eclodiram. Cabe ressaltar,
quando comparada com o periodo seco o percentual de ovos eclodidos foi de 78,2%
e de ovos nao eclodidos foi 21,8%. Assim sendo, a diferenca de ovos eclodidos do
periodo chuvoso e relacdo ao periodo seco foi de apenas 5,4%. O ponto 3
apresentou a maior abundancia de ovos, tanto no periodo chuvoso, com 59%,
quanto no periodo seco, com 57%.

A segunda maior abundancia pode ser observada no ponto 2, com 23% no
periodo chuvoso e 27% no periodo seco. Por fim, o ponto 1 foi o que apresentou a
menor abundancia de ovos quando comparado aos demais, com apenas 16% na

estacdo seca e 18% na estacéo chuvosa.

Tabela 2. Abundancia de ovos de Culicidae coletados durante o periodo seco e
chuvoso na Area de Protecdo Ambiental de SANA, municipio de Macaé, Estado do
Rio de Janeiro, Brasil, entre outubro de 2016 e abril de 2018.

Ovos Periodo seco Periodo chuvoso Total
Ovos eclodidos 1.056 10.073 11.129
Ovos nao eclodidos 296 1.994 2.290
Total 1.352 12.067 13.419

Inicialmente empregou-se o teste de Shapiro-Wilks para analise do nimero de
ovos eclodidos dos periodos seco e chuvoso. Como os dados nao tiveram

distribuicdo normal, em seguida, realizou-se uma andlise ndo paramétrica com o

44



teste de Mann-Whitney. Este teste apresentou p-valor < 0,05 indicando que houve
uma diferenca muito significativa entre os dados de ovos eclodidos coletados no

periodo seco e no periodo chuvoso (Figura 19).
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Figura 19. Andlise comparativa do nimero de ovos de Culicideos eclodidos coletados
durante o periodo seco e periodo chuvoso coletados na Area de Protecdo Ambiental de
Sana, municipio de Macaé, Estado do Rio de Janeiro, Brasil, de outubro de 2016 a abril de
2018.

Através da analise de amostras independentes, por meio do Teste t, pode ser
observada uma diferenca significativa do nimero de ovos eclodidos no periodo seco
guando se compara o ponto de coleta 1 ao ponto de coleta 2 e também ao ponto 3
gue houve uma diferenca significativa entre esses pontos de coleta , todos com p-

valor <0,05 (p-valor 0,0127 e p-valor 0,026 respectivamente) (Figura 20 ).
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Figura 20. Diferenca entre o numero de ovos de Culicideos eclodidos coletados durante o
periodo seco dos locais de coleta 1 , 2 e 3, na Area de Protecdo Ambiental de Sana,
municipio de Macaé, Estado do Rio de Janeiro, Brasil.
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Utilizando a andlise de Kruskal-Wallis pode-se observar uma diferenca
significativa no niumero de ovos coletados no periodo chuvoso quando comparados
0s pontos 1, 2 e 3 (p-valor 0,0027) (Figura 21).
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Figura 21. Comparacao do nimero de ovos de Culicideos eclodidos coletados nos Pontos 1,
2 e 3 durante a estagcdo chuvosa na Area de Protecdo Ambiental do Sana, municipio de
Macaé, estado do Rio de Janeiro, Brasil.

Para andlise especifica da eficacia das armadilhas ovitrampas calculou-se o
indice de Positividade de Ovitrampa (IPO) = (N° armadilhas positivas / N° ovitrampas
inspecionadas x 100). O resultado do IPO foi de 100% (Tabela 3), revelando grande
sensibilidade para indicar a presenca do vetor. O indice de densidade de ovos
permitiu detectar flutuacbes temporais da populacdo reprodutivamente ativa das
populacées de Hg. leucocelaenus, registrando-se o maior indice no periodo chuvoso

(Tabela 3).

Tabela 3. indice de positividade de ovitrampa (IPO), indice de densidade de ovos (IDO), e
Taxa de ecloséo (TE) dos ovos de Culicidae coletados na Area de Prote¢cdo Ambiental do
SANA, municipio de Macaé, estado do Rio de Janeiro, Brasil, entre outubro de 2016 e abril de
2018.

Estacéo IPO (%) IDO TE (%)
Seca 100 111,066 63
Chuvosa 100 783,533 86

IPO = (N° armadilhas positivas / N° ovitrampas instaladas x 100)
IDO= Numero de ovos/Numero de armadilhas positivas
TE= Numero de ovos coletados x 100/Numero de ovos eclodidos
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Observou-se que as armadilhas instaladas no ponto de coleta 3, area mais
distante de residéncias da regido, apresentaram o maior nimero de ovos coletados.
Por outro lado, o menor indice de positividade foi detectado no ponto amostral 1 que
esta situado mais afastado do Rio Sana.

Quanto a distribuicdo de Hg. leucocelaenus no decorrer dos meses de coleta,
observou-se que 0 maior numero de espécimes encontrados ocorreu entre 0s meses
de novembro a abril, sendo o0 més dezembro de 2016 com maior abundancia da
espécie.

A correlagéo dos fatores abioticos foi significante para Hg. leucocelaenus em
relacdo a temperatura (Tabela 4) (Figura 22) e em relacéo a precipitacdo (Tabela 4)

(Figura 23), ndo apresentando correlacdo com umidade relativa do ar (Tabela 4).
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Figura 22. Dados de temperatura (temperatura minima e temperatura maxima) e valor
absoluto de ovos de Haemagogus leucocelaenus coletados na Area de Protecdo Ambiental
do Sana, municipio de Macaé, Estado do Rio de Janeiro, Brasil, de outubro de 2016 a abiril
de 2018.
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Figura 23. Chuva (mm) e valor absoluto de ovos de Haemagogus leucocelaenus coletados
na Area de Protecdo Ambiental do Sana, municipio de Macaé, Estado do Rio de Janeiro,
Brasil, entre outubro de 2016 e abril de 2018.

Tabela 4. Correlagdo de Spearman entre a densidade de ovos de Haemagogus
leucocelaenus e os fatores abidticos (temperatura, precipitagdo e umidade relativa ar)
coletados na Area de Protecdo Ambiental do SANA, municipio de Macaé, Estado do Rio de
Janeiro, Brasil, entre outubro de 2016 e abril de 2018.

Variaveis Coeficiente de correlagéo (r) p-valor
Temperatura 0,670" 0,002
Precipitacdo 0,507 0,027
Umidade relativa do ar -0,068" 0,783

* A correlacao é significativa no nivel 0,05.
** A correlacdo é significativa no nivel 0,01.
"s N&o significativo.

Descrever caracteristicas epidemioldégicas dos casos confirmados da FAS que

ocorreram na Area de Protecdo Ambiental do Sana e na circunvizinhanca.

Para descrever a distribuicAo de casos suspeitos e confirmados de febre
amarela em primatas nao humanos e humanos, a fonte de dados foi o banco de
registro da Secretaria estadual de Saude do Rio de Janeiro. No periodo
compreendido de margo de 2017 a dezembro de 2018 foram confirmados (12 casos)
humanos de Febre Amarela Silvestre nos Municipios de Macaé e Casimiro de Abreu.
No Municipio de Casimiro de Abreu ocorreu um 6bito local de um cidadédo do sexo

masculino de 38 anos no més de marco de 2017 (Tabela 5).
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O Municipio de Macaé registrou 12 notificagbes, onde sete foram descartados
e cinco notificacBes confirmadas pelo exame de RT-PCR, dessas confirmacdes dois
humanos evoluiram para oObito. Do total de pessoas que se infectaram e adoeceram
na regido a média de idade dos pacientes confirmados para doenca, foi de 50,4 anos
e 60% da doenca acometeram pessoas do sexo masculino e excetuando o paciente
morador de Cérrego do Ouro, a data das provaveis infeccbes ocorreram nos meses
de abril e maio de 2017 (SES 2018) (Tabela 5)

Tabela 5. Casos notificados para FA no Municipio de Casimiro de Abreu e Macaé, Estado
do Rio de Janeiro.

Municipio Notificados Descartados Confirmados
Casimiro de Abreu 17 10 7
Macaé 12 7 5

Fonte: SES. RJ. Divisdo de Dados Epidemioldgicos e Ambientais RJ, consulta feita ao banco
de dados do Sinan em julho de 2019.

Tabela 6. Distribuicao dos casos confirmados de Febre Amarela Silvestre no municipio de
Macaé, Estado do Rio de Janeiro.

Bairro Confirmado | Sexo | Idade | Data de Provavel | Obito
para FAS infeccao

A- Areia Branca Sim M 64 30/04/2017 Sim

B- Sana Sim F 42 07/04/2017 Nao

C-Trapiche Sim F 69 29/04/2017 Nao

D- Glicério Sim M 49 26/04/2017 Sim

E- Cérrego do Ouro Sim M 28 30/05/2017 Nao

Fonte: SES. RJ. Divisdo de Dados Epidemiol6gicos e Ambientais RJ, consulta feita ao
banco de dados do Sinan em julho de 2019.

Procedimento Operacional Padrao (POP)

Este Procedimento Operacional Padrédo ( POP),foi criado com a finalidade de
servir de guia para manutencdo de manuseio de imaturos em Laboratério, tem
como objetivo direcionar as atividades de manuseio de paletas com ovos de
culicideos em laboratério de entomologia, direciona de forma objetiva e prética as
atividades da rotina visando atender a demanda utilizados em ensaios biologicos
(estocagem de ovos, eclosao larvaria, manutencéo das larvas e pupas, e criacdo até
o estadio de adulto). Este POP traz detalhes de manuseio voltados ndo somente
para mosquitos do género Haemagogus, assim como, para espécies do género
Aedes, e tem como publico alvo profissionais que atuam em laboratério de
entomologia e ensina passo a passo, detalhes atribuidos a rotina da criacao de

imaturos de Culicideos até a fase adulta .
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5 DISCUSSAO

O conhecimento da bioecologia de mosquitos € de extrema
relevancia, especialmente em situa¢fes de decomposicao por acédo biolégica ou na
conservacdo de determinada regido geografica, com as especificas consequéncias
no panorama epidemiolégico. Considerando que a diversidade de populacbes pode
ter implicacGes expressivas sobre o risco de transmissao de agentes etioldgicos para
humanos por vetores bioldgicos.

No Brasil ha uma tendéncia da reemergéncia da FAS, resultando em surtos
de diferentes extensdes e magnitudes, depois do aumento da area de circulacéo
viral ocorrido entre 2016 e 2018, na qual o virus afetou o sudeste do pais (Brasil
2018), conforme o Boletim Epidemiolégico de 2017 da SVS, no periodo de
monitoramento de julho de 2014 a junho de 2017. Nesse periodo, registraram-se
alteracdes no padrédo da ocorréncia de casos humanos e epizootias em primatas néo
humanos durante o periodo sazonal da doenca (dezembro a maio), com maior
incidéncia de casos humanos em viajantes que exerciam atividades de turismo e
lazer (Brasil 2018). Em geral, a transmissao do virus de Febre Amarela ocorre dentro
de florestas, atingindo principalmente homens em atividades como: corte de
madeira, pesca, caca (Hervé, 1986).

Desde 1930 sabe-se que a transmissao de Febre amarela silvestre ocorre
entre mosquitos de habitos acrodendréfilos (Lutz, 1930). Segundo Galindo & Trapido
(1955), Hg. leucocelaenus parece apresentar habitos arboricolas, alimentando-se
raramente sobre individuos que se encontram ao nivel do solo. Hg. leucocelaenus ja
foi considerado vetor de pouca importancia nas Américas, entretanto seu papel na
transmissdo da FAS tem sido reconhecido na ultima década. Um estudo recente
sobre a fauna de mosquitos em areas do sudeste e do estado da Bahia, durante um
grande surto silvestre de febre amarela ocorrido entre 2017 e 2018, revelou o Hg.
leucocelaenus como a espécie mais difundida e abundante nos 28 municipios
estudado. Além de, junto com Hg. janthinomys, ter sido encontrado infectado em
quase todas essas localidades de ocorréncia do surto (Abreu et al. 2019).

No presente estudo foram encontradas estas duas importantes espécies do
ponto de vista epidemioldgico na transmissao de arbovirus: Hg. leucocelaenus e Hg.
janthinomys. Observamos que houve uma predominancia de Hg. leucocelaenus.
Segundo Chadee et al. (1995) essa espécie € essencialmente silvestre, e

desenvolvem suas atividades durante o periodo diurno. Esse culicideo é comumente
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encontrado no Brasil e sua importancia epidemiolégica relaciona-se a atuagdo na
transmissao de arboviroses, dentre elas a febre amarela (Kumm & Cerqueira 1951).

O monitoramento de mosquitos vetores de agentes etiolégicos com auxilio de
armadilhas de ovitrampas traz resultados de forma r4pida e de custos extremamente
acessiveis na é&rea da pesquisa bésica. Dessa forma, esse método é uma
ferramenta de relevancia na vigilancia entomologica, especialmente em areas que
tenham indicativo de ocorréncia de arbovirus transmitidos por Culicidae.

Observamos que a maioria das posturas dos ovos nas palhetas foi sempre de
uma mesma espécie, com excecao dos meses de marco, maio e dezembro, fato que
corrobora os resultados obtidos por Chadee et al. (1992), os quais demonstraram
uma tendéncia por parte dessas fémeas em evitar os locais onde ja se encontram
outras posturas.

Segundo Alencar et al. (2013), Hg. leucocelaenus foi encontrado com as
maiores densidades ao longo das estacbBes climaticas e colonizando todas as
armadilhas de ovitrampas instaladas em varias alturas, sugerindo que a espécie
apresenta um comportamento de distribuicdo vertical generalista. Este resultado se
apresenta de acordo com o encontrado no presente estudo, assinalando uma forte
presenca nos dois periodos climaticos analisados.

Alencar et al. (2015) realizaram um estudo na Reserva Ecolégica de
Guapiacu, estado do Rio de Janeiro, constatando que 0 maior nimero de espécimes
de Hg. leucocelaenus ocorreu em abril e dezembro. Da mesma forma, no presente
estudo, foi observado um pico no numero de Hg. leucocelaenus em abril e
dezembro. O maior numero absoluto de individuos de Hg. leucocelaenus foi
observado em dezembro de 2016.

Galindo et al. (1950) e Trapido & Galindo (1957) ressaltaram que a captura
das espécies de Haemagogus ocorrem principalmente durante os meses mais
chuvosos. Haemagogus leucocelaenus mostrou uma correlacdo positiva com a
precipitacdo e temperatura média, indicando influéncia desses dois fatores abiéticos
em seu comportamento e no aumento de sua densidade populacional nas estacfes
chuvosas. Esses resultados apresentam-se de acordo com as observagoes
realizadas por Resende et al. (2013) que relataram um resultado positivo e
correlacdo positiva entre precipitacdo pluviométrica e frequéncia mensal para Hg.
leucocelaenus.

Segundo Alencar et al. (2008) a distribuicdo sazonal das umidades relativas

nas duas localidades (municipio de Uruacgu, Estado de Goia e Reserva Biologica do
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Tingua, Estado do Rio de Janeiro) onde a espécie foi coletada, explica a oposicéo
dos seus ciclos sazonais de atividade. Igualmente, a umidade relativa explica
claramente as diferencas no ciclo diurno do Hg. leucocelaenus. No Municipio de
Niquelandia, estado de Goiés, Hg. leucocelaenus apresentou o pico de atividade no
meio do dia e desapareceu devido a umidade relativa bem inferior nesse periodo
(~75%). Haemagogus capricornii parece necessitar apenas de temperaturas
elevadas (~28°), suportando higrometrias mais baixas e variadas (60%-85%). Silva
et al. (2018) observaram que Hg. leucocelaenus apresentou correlagéo positiva com
precipitacdo pluviométrica e ponto de orvalho maximo e correlacdo negativa com a
direcéo do vento.

Nimer (1979) ressalta que em algumas regifes do Brasil ocorrem alternancias
entre as caracteristicas de clima tropical e temperado, assim podemos considerar
que nas regibes geograficas estudadas o carater de clima tropical € mais marcante
do que o temperado.

Tatila-Ferreira et al. (2017) observaram que em relacdo a armadilhas de
ovitrampas instaladas em diferentes alturas, desde o nivel do solo até 8 metros de
altura, ndo houve diferenca significativa, tendo as mesmas recebido quantidades
similares de ovos. Tal fato mostra que Hg. leucocelaenus explora os diferentes
niveis do estrato arboreo, o que pode favorecer a transmissédo de patdgenos entre
animais arboricolas (i.e. primatas) e o homem.

Haemagogus leucocelaenus € uma espécie oportunista e eclética quanto ao
habito alimentar, fatores importantes a serem considerados na mobilidade entre
copa e solo na procura de hospedeiro (Alencar et al., 2008).

Segundo Forattini (1978), Hg. janthinomys, Haemagogus albomaculatus, Hg.
leucocelaenus e Sabethes chloropterus permanecem em contato estreito com
macacos, sendo abundantes na copa das arvores, onde demonstram uma
primatofilia elevada (Davis, 1945).

Galindo et al. (1955) e Alencar et al. (2008) relataram que Hg. leucocelaenus
foram encontrados em uma maior quantidade proximo da copa das arvores,
apresentando uma tendéncia a acrodendrofilia.

Gomes et al. (2008) relatam que a maior abundéancia dessas espécies ocorre
proximo a copa das arvores, 0 que aparenta ser devido a uma forte associacao da
espécie com primatas ndo humanos, fato que justifica a existéncia de um elo entre o
foco natural de arbovirus e habitacdes humanas localizadas nos limites de disperséo

da espécie.
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No presente estudo a maior abundancia de ovos eclodidos de Hg.
leucocelaenus e sua distribuicdo espacial na APAS foi expressiva para um periodo
considerado seco e ndo adequado ao seu desenvolvimento. A clara predominancia
de Hg. leucocelaenus, espécie essencialmente silvestre (Chadee et al. 1995) e que
desenvolve suas atividades durante o periodo diurno, com importancia
epidemioldgica relacionada a atuacdo na transmissdo de arboviroses, dentre elas a
febre amarela (Kumm & Cerqueira, 1951), sobreleva a importancia dos resultados
obtidos. Assim sendo, a area experimental tem evidéncias ativas para a transmissao
do virus causador da FAS.

Dentre as espécies de mosquitos que apresentam comportamento de
atividade na copa arbdrea e que depositam 0s ovos em buracos em arvore situados
em locais muito altos encontramos no presente estudo Aedes terrens. Lourengo-de-
Oliveira & Anna-Bella Failloux (2017) constataram em ensaio experimental, que
populacdo de Aedes terrens se mostraram competente para transmitir o virus
Chikungunya.

Conforme foi observado por Couto-Lima e colaboradores 2020, fatores
climaticos como : temperatura e pluviosidade exerceram expressiva influéncia no
resultado da ovoposicao de fémeas de Haemagogus leucocelaenus em estudo de
longa duracéo realizado em area de Mata Atlantica em um municipio do sudeste do
Brasil

Tendo em vista o recente surto de Febre Amarela Silvestre (FAS) no estado
Rio do Janeiro, mapear a diversidade e conhecer a bionomia de forma mais
abrangente dos principais vetores biolégicos responséaveis pela manutencéo do ciclo
natural da FAS nas areas suscetiveis é de elevada importancia epidemiologica, pois
ainda ndo se tem o conhecimento suficiente sobre as interacfes ecoldgicas dessas
populacoes.

Consideramos que a forte presenca de espécimes dos principais vetores do
virus no Brasil torna premente que seja dedicada especial atencéo a vigilancia para
o surgimento de doencas febris entre pessoas visitantes da area de protecao
ambiental, nas comunidades presentes nas areas do entorno ou ainda na populacéo

local.
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6 PERSPECTIVAS

No Brasil h4 uma tendéncia da re-emergéncia da FAS, resultando em surtos
de diferentes extensdes e magnitudes, depois do aumento da area de circulacao
viral ocorrido entre 2016 e 2017, na qual o virus afetou o Sudeste do pais. Durante o
periodo de julho de 2014 a junho de 2017, registraram alteracdes no padrdo da
ocorréncia de casos humanos e epizootias em primatas ndo humanos durante o
periodo sazonal da doenca, com maior incidéncia de casos humanos em viajantes
gue exerciam atividades de turismo e lazer (Brasil, 2018)

Este estudo permitiu compreender diferentes aspectos e dimensdes do
comportamento da febre amarela em nosso pais. O conhecimento das populacdes
de mosquitos é de fundamental relevancia, particularmente em situacdes de
decomposicdo por acao bioldgica ou na conservacao de determinada regido, com as
respectivas implicacdes no panorama epidemiolégico, uma vez que a diversidade
ecossistémica pode ter implicagbes significativas sobre o risco de transmisséo de
agentes etioldgicos para humanos por vetores bioldgicos.

A partir desse paradigma de incertezas em relacédo as doencas veiculadas por
vetores surge um novo desafio para comunidade cientifica avancar em novas
tecnologias e conhecimentos. Desta forma, diante dessa nova realidade, acredito
que a partir dos resultados apresentados e da confec¢cdo do Procedimento
Operacional Padrdo (POP) e a sua aplicacdo de forma pratica em laboratérios de
entomologia, venha contribuir para facilitar o cotidiano dessas atividades alinhado
com a vigilancia entomolégica de carater permanente podem contribuir para a
conducdo mais efetiva e eficaz do estabelecimento de uma vigilancia de epizootias
e entomoldgica no Sistema Unico de Salde, com a colaboracdo de diferentes
esferas governamentais (Secretaria de Saude, ICMbio, FIOCRUZ) para a prevencao
da Febre Amarela Silvestre na regiao.
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7 CONCLUSOES

As espécies mais abundantes foram: Haemagogus leucocelaenus, Aedes

terrens e Haemagogus janthinomys.

Haemagogus leucocelaenus, a espécie mais numerosa, se destaca pelas
altas incidéncias registradas na &area de estudo, principalmente nos periodos de
chuvas, a segunda espécie mais abundante foi Aedes terrens potencial vetor do

virus Chikungunya em ensaio experimental.

A frequéncia sazonal de Hg. leucocelaenus mostrou mais favoravel entre os

meses de novembro a abril, e maior abundancia no més de dezembro de 2016.

Foi constatado que 83% dos ovos coletados nesse estudo evoluiram até a
fase adulta e os ovos nao eclodidos apresentaram menor nimero no periodo seco

guando comparado ao periodo chuvoso.

O ponto de coleta 3 apresentou a maior abundancia de ovos, tanto no periodo
chuvoso, com 59%, quanto no periodo seco, com 57%.

Analisando a ocorréncia da febre amarela no Brasil, na regido sudeste foi
possivel observar que casos positivos no Municipio de Macaé no ano de 2017

apresentaram uma prevaléncia de 60% em cidadaos do sexo masculino.

Em conclusdo a incidéncia de espécies normalmente incriminadas na
transmissdo de patdégenos, a area de estudo e o seu entorno encontra-se vulneravel

a ocorréncia de casos de Febre Amarela Silvestre.

O uso da armadilha de ovoposicao instaladas em éareas silvestre se constitui
uma importante ferramenta para monitorar a presenca de mosquitos do género
Haemagogus. O que torna uma salutar alternativa para uma vigilancia entomologica

constante e eficaz.
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APENDICE

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP) PARA O
MANUSEIO EM LABORATORIO DE PALHETAS ORIUNDAS DAS
ATIVIDADES DE CAMPO DO LABDIP/IOC, ASSIM COMO, PARA
USO EM LABORATORIOS DE ENTOMOLOGIA QUE FAZEM USO
DA MODALIDADE DE CAPTACAO DE OVOS DE CULICIDEOS
ATRAVES DO EMPREGO DE OVITRAMPAS.
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1 OBJETIVO

Este POP tem como objetivo estabelecer uniformidade na recep¢do e manuseio de
palhetas de armadilhas ovitrampas oriundas das atividades de campo realizadas pelo
Laboratério de Diptera/IOC.

2 CAMPO DE APLICACAO
Este POP aplica-se ao Laboratério de Diptera / secdo criacdo de culicideos e a

Laboratérios de Entomologia em geral.

3 DEFINICOES
As seguintes definicbes séo elaboradas para o uso deste POP.

Palheta: placa de madeira compensada (Eucatex) de 4 cm x 14 cm.

Armadilha para coleta de ovos de mosquitos.(ovitrampa)
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Agua desclorada: consiste na agua do sistema de abastecimento de agua publica local,

armazenada em galdes, pelo periodo minimo de 24 horas antes do uso

4 SIGLAS
FIOCRUZ Fundacédo Oswaldo Cruz
I0C Instituto Oswaldo Cruz
POP Procedimento Operacional Padrao
LABDIP Laboratério de Diptera
mL Mililitro
L Litro
cm Centimetro
B.O.D Camara de incubacao

5 RESPONSABILIDADES

5.1 Chefia do laboratério:

a) Autorizar a atualizacdo do POP conforme as necessidades surgidas no
desenvolvimento das atividades do laboratério e fornecer os insumos e 0s materiais
necessarios para manter a estrutura fisica do laboratério e manutencdo de bens de

consumo e duraveis.

5. 2 Profissionais do LABDIP:

a) Utilizar os equipamentos e todo material de protecao individual corretamente.
b) Utilizar os equipamentos de protecéo coletiva visando o bem-estar de todos.
c) Descartar de forma correta as palhetas usadas.

d) Limpar e guardar todo material apos a realizacdo das atividades.
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6 PROCEDIMENTO

6. 1 Material necessario:

a) Luvas de procedimento

b) Jaleco descartavel

c) Bandeja de polietileno (30 cm de comprimento X 22 cm de largura X 6 cm de altura)
d) Toalha de papel

e) Agua desclorada

f) Microscépio estereoscopio

g) Camaras climatizadas B.O.D com termoperiodo e fotoperiodo 12:12 horas e
umidade relativa do ar entre 70-85%.

h) Pote de acrilico transparente padronizado apresentando a seguinte dimensao (20 cm
de comprimento x 9 cm largura x 3 cm de altura)

i) Pote de plastico com a capacidade 800 ml, com tampa telada e lateral com
passagem para capturador manual (de Castro)

) Copo pléastico de 100 mL

k) Copo plastico de 500 mL

I) Racdo para peixe basica

m) Pipeta Pasteur descartavel (3mL)

n) Cloroférmio

0) Acetato de Etila

p) Alcool (P.A.)

g) Capturador manual (De Castro)
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6. 2 Manuseio das palhetas de Eucatex:

As armadilhas para oviposicdo das fémeas de mosquitos vetores é uma
ferramenta valiosa nos estudos taxondmicos direcionados a vigilancia epidemioldgica
em regides de ocorréncia das arboviroses, pela praticidade e viabilidade de uso por
longos periodos (Alencar et al. 2004). A armadilha é constituida por pote preto fosco,
com capacidade para o volume de 500 ml, sem tampa com trés palhetas de madeira
compensada (placas de Eucatex), de 4 cm X 14 cm, presas verticalmente no interior da
armadilha por clips, peca feita de metal. No pote adiciona-se agua natural e
serrapilheira, visando reproduzir um ecossistema mais préximo do natural. Apos a
chegada das palhetas ao laboratério é necessario preparar uma camara Umida. A
camara Umida consiste em uma bandeja plastica revestida com papel toalha, onde as
palhetas sdo postas horizontalmente sobre a bandeja por um periodo de dois dias para

completar secagem das palhetas (Alencar et al. 2014) (Figura 1).

Figura 1. Camara umida das palhetas recém-chegadas do campo.
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6. 3 Contagem dos ovos

Apés o periodo de secagem, devera ser realizada a observacdo das palhetas no
microscopio estereoscépio com o objetivo de verificar a presenca e computar 0 nimero
de ovos (Margues et al. 1993; Anjolette & Macoris 2016; Alencar et al. 2016) (Figura 2).
Assim sendo, o numero de ovos encontrados deve ser registrado no livro de protocolo
referente ao projeto de pesquisa que esta sendo realizado. Finalizado essa etapa as

informacdes ficardo disponiveis para a consulta no laboratorio.

Figura 2. Observacgéo das palhetas em microscopio estereoscopio e em evidéncia 0s ovos na
palheta (Fonte: Serdeiro, 2019).
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6 .4 Processo de eclosao

Em seguida as palhetas contendo ovos serdo imersas em potes de acrilico
transparente ou copo plastico de 500mL contendo agua de torneira submetida a
aeracgdo por periodo minimo de 15 dias (Figura 3). O tempo de permanéncia dos ovos
na camara climatizada B.O.D sera de trés dias, sendo realizadas observacdes diarias.
ApoOs esse periodo, as palhetas devem ser retiradas e as larvas eclodidas contadas.
Posteriormente, as palhetas deveram ser expostas a secagem nos proprios potes e
acondicionadas por um periodo de trés dias fora da estufa para reimersao, visando o
término do desenvolvimento embrionario. Esse processo deve repetido por varias
vezes com finalidade de observar a taxa de eclosédo (Figura 3).

Nas palhetas imersas, diariamente, deve ser acrescentada agua para evitar a
adesdo dos ovos as paredes dos recipientes e troca do meio liquido deve ser realizada
a cada trés dias. O termostato e o higrometro devem ser aferidos com controles de
temperatura e umidade anotados trés vezes ao dia, utilizando-se de um termémetro de

maxima e minima (mercurio) e de um termdémetro imido.

Figura 3. Ovos imersos em pote de acrilico contendo 4gua desclorada.

Apoés o tempo de imerséao, retira-se as palhetas da camara climatizada B.O.D, e
transfere a agua do pote para a bandeja plastica com a finalidade de observar a

presenca de larvas (Figura 4).
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Figura 4. Camara climatizada B.O.D, ovos imersos em bandejas transparentes ou copo plastico
de 500mL contendo &gua.

As larvas eclodidas deveréo ser recolhidas cuidadosamente com o auxilio de
uma pipeta Pasteur descartavel e com a utilizagdo de um foco luminoso de uma
lanterna incidindo sobre a bandeja para facilitar a visualizagdo das larvas.
Seguidamente as larvas serdo contadas, transferidas para copo plastico de 100 mL que
sera inserido no interior de um pote de plastico com a capacidade 800 mL, com tampa
telada e lateral com passagem para capturador manual, onde serdo criadas até a
emergéncia dos adultos. A &agua das bandejas de polietileno serd substituida
semanalmente e a quantidade de larvas encontradas sera registrada no livro de

protocolo (Figura 5).
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Figura 5. Bandeja onde as larvas sédo contadas evidenciando as larvas observadas que seréo
armazenadas em pote plastico e o protocolo onde sao feitas as anota¢des (Fonte: Jules, 2015).

6.5 Criacao das larvas

Para a alimentacao das larvas sera utilizada racdo de peixe triturada com o uso
de um pistilo e, depois peneirada, até obter pequenas particulas e aplicada diretamente
na agua, sendo o excesso de alimento e sedimento limpo diariamente (Figura 6). A
reposicao sera realizada quando se observar reducédo ou evasao da racdo. A agua das
bandejas de polietileno sera substituida semanalmente. Nas inspecdes diarias, as
exuvias retiradas e as ecdises anotadas no livro de protocolo, as pupas seréao
removidas diariamente e colocadas dentro de gaiolas para a emergéncia.
Paralelamente serdo separadas as larvas quando atingirem o quarto estadio, e as
exuvias pupais serdo contadas e preservadas em alcool 80% e desidratadas em série
alcodlica cujas concentracfes: desidratacao - alcool 70% —15 minutos; alcool 80% —
15 minutos; alcool 90% —15 minutos; alcool 95% —10 minutos; alcool absoluto —10
minutos; clarificacdo B - creosoto de faia— 24 horas; montagem - com béalsamo do
Canada, entre lamina e laminula; secagem - preferencialmente em estufa, a 40 - 45°C,
0 que favorece a eliminagcédo de eventuais pequenas bolhas de ar (Consoli & Lourenco-
de- Oliveira, 1994) (Figura 7).
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Figura 6. Racao para peixe triturada no gral com auxilio do pistilo e colocada para alimentagéo
das larvas na gaiola.

Figura 7. Ependorfs com exuvias pupais preservadas em série alcodlica e montadas entre
lamina e laminula (Fonte: Alencar, 2018).
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6. 6 Manuseio e identificacdo dos adultos

Os imaturos que evoluirem até o estadio adulto serdo sacrificados com uma
solucdo de éter etilico ou cloroférmio (Figura 8). Em seguida, os adultos serdo
acondicionados em tubos cénicos fabricados em polipropileno, contendo no fundo uma
camada de naftalina (visando a protecao contra pragas), uma camada de algodéo e
uma membrana circular de papel filtro (visando proteger os espécimes de eventuais
quebras de estruturas), permanecendo preservados dessa forma até o momento da
identificacdo (Figura 8). Os espécimes adultos devem ser montados alfinetes
entomoldgicos com auxilio de um suporte de madeira, colocando-se uma pequena gota
de esmalte incolor sobre a superficie clara, na ponta livre do triangulo de cartolina
(dupla montagem). A seguir encosta-se com cuidado essa ponta na pleura toracica do
mosquito que vai ser montado, de maneira que maior parte das pernas fique
posicionada na dire¢do do alfinete. Levanta-se o triangulo no alfinete j& com mosquito
aderido, e com um estilete fino faz-se as correcfes na sua posicdo antes que a cola
seque. Identificacdes corretas sO poderdo ser realizadas com espécimes completos e

nao danificados (Figura 9).

Figura 8. Mosquitos recém emergidos sdo capturados (capturador de castro), sacrificados em
cloroférmio e acondicionados em tubo falcon com naftalina, algodao e papel filtro.
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Etiquetagem

Dados associados com os espécimes:

-Local da coleta- Macaé
-Coletor-Paulo Leite

- Data-09/06/2016

- N° Ficha- 101

- N° espécime-395

Figura 9. Montagem dos mosquitos adultos com alfinete entomoldgico e posterior etiqueta
confecgdo da etiqueta de identificacdo dos espécimes que serdo armazenados em gavetas
entomoldgicas (Alencar, 2016).

Procede a identificacdo especifica dos adultos obtidos por observacéao direta dos
seus caracteres morfologicos evidencidveis ao microscopio estereomicroscopio
(Zeiss®), utilizando chaves dicotdmicas elaboradas por Arnell (1973), Forattini (2002),
Marcondes & Alencar (2010) e consultando descricbes/diagnoses especificas
respectivas (Figura 10A e B). ApOs a determinacdo especifica, todos os espécimes
serdo incorporados a Colecdo Entomolégica do Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz (Figura
10C).
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Figura 10: A- Armazenamentos dos mosquitos em gavetas entomolégicas B- Silica para
conservacao dos espécimes C- Incorporacdo dos mosquitos na colecao entomoldgica (Fonte:
Aguiar, 2019).
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