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KROKOVSKY, L. Vigilancia Entomolédgica de arbovirus de importancia médica em
mosquitos dos géneros Aedes e Culex. 2019. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias e
Biotecnologia em saide) — Instituto Aggeu Magalhdes, Fundagdo Oswaldo Cruz, Recife, 2019.

RESUMO

Mosquitos do género Aedes sdo os principais vetores dos virus Dengue (DENV), Zika (ZIKV)
e Chikungunya (CHIKV). Além destes mosquitos, estudos demonstraram em condicfes de
laboratorio, a competéncia vetorial de Culex quinquefasciatus em transmitir ZIKV. A vigilancia
entomoldgica é uma ferramenta importante para 0 monitoramento de vetores, através de varios
indicadores de presenca de mosquitos, e pode também ser realizada a partir da deteccdo do
agente patogénico em seu vetor. Diante do exposto, este trabalho avaliou a circulagdo de
DENV, ZIKV e CHIKV em mosquitos dos géneros Aedes e Culex coletados na Regiédo
Metropolitana de Recife (RMR) . Para isto, 0s mosquitos foram coletados no periodo de 2015
a 2017 por meio de aspiradores, separados em grupos (pools) por espécie, sexo e estado
alimentar. Os pools de fémeas foram submetidos a extracdo de RNA, RT-PCR e RT-qPCR.
Adicionalmente, foi feito isolamento viral a partir das amostras positivas em culturas de células
C6/36, sequido de sequenciamento de nova geracao dessas amostras. No total, foram coletadas
6.227 fémeas, das quais 51,75% foram da espécie A. aegypti (497 pools), 0,03% de A.
albopictus (1 pool), 0,01% de A. taeniorhynchus (1 pool), 0,17% de A. scapularis (1 pool) e
48,04% de C. quinquefasciatus (549 pools). No total foram detectados 19 pools positivos para
DENYV (sorotipos 2 e 4), 194 para ZIKV e seis para CHIKV. Em relacdo a MIR para ZIKV, a
taxa encontrada variou de 18,59 a 1.000, para DENV variou de 1,70 a 15,75 e para CHIKV a
MIR encontrada foi de 2,75. Trés amostras para DENV e uma para ZIKV apresentaram efeito
citopatico apos inoculacdo em células C6/36. Um total de oito genomas de ZIKV foram
sequenciados, com cobertura que variou de 24% a 100%. A investigacdo realizada permitiu
acompanhar a dinamica de infeccdo vetorial e demonstrou que mesmo apos a epidemia, ainda
foi possivel detectar mosquitos positivos na RMR.

Palavras-chave: Vigilancia, Arbovirus, Aedes, Culex.



KROKOVSKY, L. Entomological surveillance of medical importance arboviruses in
mosquitoes of the genus Aedes and Culex. 2019. Dissertation (Master’s degree in Life
Sciences and Biotechnology for Health) — Instituto Aggeu Magalh&es, Fundagdo Oswaldo Cruz,
Recife, 2019.

ABSTRACT

Mosquitoes from Aedes genus are the main vectors of Dengue (DENV), Zika (ZIKV) and
Chikungunya (CHIKV) viruses. In addition, studies have demonstrated in laboratory
conditions, the vector competence of Culex quinquefasciatus in transmitting ZIKV.
Entomological surveillance is an important tool for vector monitoring, witch use rates that
indicate the presence of mosquitoes, and can also be performed through the detection of the
pathogen in the vector. Given the above, this study analyzed the circulation of DENV, ZIKV
and CHIKYV in mosquitoes of the genera Aedes and Culex collected in the Metropolitan Region
of Recife (MRR). For this, mosquitoes were collected from 2015 to 2017 by aspirators,
separated into pools by species, sex and feed status. Pools were submitted to RNA extrtaction,
RT-PCR and RT-gPCR. In addition, viral isolation was performed from positive samples in C6
/ 36 cell cultures, followed by the next generation sequencing. In a total of 6,227 femeles were
collected, of which 51.75% were A. aegypti (497 pools), 0.03% A. albopictus (1 pool), 0.01%
A. taeniorhynchus (1 pool), 0.17% A. scapularis (1 pool) and 48.04% C. quinquefasciatus (549
pools). From these samples, 19 pools were positive for DENV (serotypes 2 and 4), 194 for
ZIKV and six for CHIKV. Regarding MIR for ZIKV, the rate found ranged from 18.59 to 1,000,
for DENV ranged from 1.70 to 15.75 and for CHIKV the MIR found was 2.75. Three samples
of DENV and one ZIKV showed cytopathic effect after inoculation into C6 / 36 cells. A total
of eight ZIKV genomes were sequenced, with coverage ranging from 24% to 100%. The
investigation made it possible to monitor the vector infection and demonstrate that after the
epidemic was also possible to detect positive mosquitoes in the MRR.

Key words: Surveillance, Arbovirus, Aedes, Culex.
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1 INTRODUCAO

As arboviroses sdo infeccdes causadas por virus transmitidos por artropodes, as quais
sdo reconhecidas como um problema global de satde publica devido a sua distribuicdo mundial
e ineficiéncia de agdes de controle vetorial (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017;
WEAVER et al., 2018). Entre os anos de 2015 e 2016, o Brasil notificou pela primeira vez a
circulagdo de dois arbovirus: Zika (ZIKV) e Chikungunya (CHIKV), sendo o primeiro
pertencente a familia Flaviviridae (género Flavivirus), e o outro pertencente a familia
Togaviridae (género Alphavirus) (CLETON et al., 2012; DONALISIO; FREITAS; ZUBEN,
2017). A circulagdo desses novos arbovirus foi somada a circulagdo do virus Dengue (DENV)
no pais, levando a uma situacdo de triplice epidemia. Ao fim do ano de 2016, foi evidenciada
uma alta notificacéo de dengue (mais de 1,5 milhdo de casos), cerca de 270 mil casos de CHIKV
(aumento de 85% do numero de casos em relacdo a 2015) e em torno de 215 mil casos de ZIKV
(BRASIL, 2016a). Atualmente, esses virus estdo distribuidos por todo territério nacional
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2019).

A cocirculacéo desses arbovirus ampliou o registro de complicacdes clinicas, como por
exemplo, a sindrome hemorrdgica de DENV, a sindrome congénita do ZIKV e sintomas
crénicos causados pelo CHIKV, que podem ocasionar alta morbidade e mortalidade nos
pacientes acometidos (GUZMAN; HARRIS, 2015; KRAUER et al., 2017; RODRIGUEZ-
MORALES et al.,, 2016). Uma das dificuldades na compreensdo da real incidéncia das
arboviroses e sua crescente dispersdo € a subnotificacdo dos casos e diagndstico impreciso
(HALL et al., 2012), uma vez que as infeccGes podem se apresentar de forma assintomatica e
com sintomatologia comum a outras patologias (dores, nduseas, vomitos e febre). A excecéo a
regra é a infeccdo por CHIKV, cujos sintomas reumatoldgicos sdo considerados caracteristicos
e 0s problemas oculares ocasionados pela infeccdo por ZIKV (CHANG et al., 2018;
MARQUEZAN et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2011).

Estudos de competéncia e vigilancia vetorial ja demonstraram que as espécies Aedes
aegypti e Aedes albopictus participam da transmissdo de DENV, ZIKV e CHIKV (CHOUIN-
CARNEIRO et al., 2016; GUBLER, 2011; VEGA-RUA et al., 2015). Em contrapartida, até
pouco tempo se tinha como informacdo que o mosquito C. quinquefasciatus apresentava
competéncia para transmitir ZIKV em laboratério (GUEDES et al., 2017a; GUO et al., 2016;
SMARTT et al., 2018), porém esse mosquito ja foi encontrado na natureza infectado com ZIKV
(ELIZONDO-QUIROGA et al., 2017; GUEDES et al., 2017a).
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Diante do cenario encontrado no Brasil, onde continuamente sdo registradas altas
densidades de populacdes vetorias e as condi¢des socioecondmicas sdo favoraveis a incidéncia
de doencas tropicais, a vigilancia entomoldgica, realizada através do xenomonitoramento
vetorial, constitui em uma ferramenta promissora, capaz de contribuir para obter melhores
resultados nos programas de vigilancia para arboviroses (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2017). No Brasil, esse tipo de investigacdo tem sido realizado esporadicamente por
alguns grupos de pesquisa, e ndo foi incorporada como uma atividade de rotina em programas
de vigilancia (AYLLON et al., 2017; GUEDES et al., 2010; GUEDES et al., 2017a). Para serem
eficazes, as estratégias de controle de vetores devem ser proativas e ndo reativas. Sendo assim,
a busca de ferramentas para prevenir a expansdo dos virus na populacdo humana é o caminho
para prevencdo de epidemias. Adicionalmente, alguns virus apresentam um curto periodo de
viremia detectdvel em pacientes humanos, o que dificulta seu isolamento para estudos
posteriores. Entretanto, no vetor, estes virus sofrem amplificacdo e podem ser isolados durante
um periodo mais longo, ou até mesmo, por todo o tempo de vida do mosquito apos sua infeccao
(VYTHILINGAM et al., 2016).

Neste contexto, este projeto teve como principal objetivo avaliar a presenca de DENV,
ZIKV e CHIKV em populac¢des naturais de mosquitos dos géneros Aedes e Culex oriundos de

localidades que possuem notificacBes de casos de arboviroses.
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2 REFERENCIAL TEORICO

No presente referencial tedrico serdo abordados os principais topicos relacionados a tematica

desenvolvida no estudo em questéo.

2.1 Mosquitos do género Aedes

Mosquitos do género Aedes pertencem a familia Culicidae, subfamilia Culicinae. Estes
insetos constituem um grupo de espécies implicadas na transmissdo de uma diversidade de virus
que causam problemas de saude publica no mundo (CONSOLI; DE OLIVEIRA, 1994). Estes
individuos apresentam um ciclo de desenvolvimento que inclui as fases de ovo, quatro estadios
de larva (L1, L2, L3, L4), pupa e adultos (Figura 1). A duracdo de cada estadio larval pode
variar de acordo com as caracteristicas do ambiente, como por exemplo: a temperatura da agua,
disponibilidade de alimento e densidade populacional no criadouro. Em media, todo o
desenvolvimento do mosquito desde a fase de ovo até a adulta, dura 10 dias (CONSOLI; DE
OLIVEIRA, 1994).

Figura 1- Esquema apresentando o ciclo de desenvolvimento de mosquitos do género
Aedes.

Hematofagia

Fonte: S&o Paulo (2019).
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2.1.1 Aedes aegypti, Linnaeus, 1762

A. aegypti (Figura 2A), pertencente ao subgénero Stegomyia, € proveniente da Africa
subsaariana e atualmente se encontra distribuido nas regides tropicais e subtropicais do globo
(CONSOLI; DE OLIVEIRA, 1994; KRAEMER et al., 2015). Individuos adultos se alimentam
de substancias acucaradas, como néctar, e apenas as fémeas sdo consideradas hemat6fagas e
antropofilicas, uma vez que possuem preferéncia pelo repasto sanguineo em humanos
(GUBLER, 2011; SCOTT et al., 1993). Estas fémeas depositam seus ovos preferencialmente
em criadouros artificiais ¢ temporarios, como por exemplo, caixas d’agua, pneus em desuso,
pequenos recipientes com agua e vasos de plantas (CONSOLI; DE OLIVEIRA, 1994;
GUBLER, 2011). Esses habitos favorecem a sua presenca em cidades com alto grau de
urbanizacdo (GUBLER, 2011).

Figura 2- Fémeas de mosquitos do género Aedes

Fonte: South Bend (2019); Flérida (2019) e California (2019).

Legenda: A- Fémea de A. aegypti durante o repasto sanguineo; B- Fémea de A. albopictus; C- Fémea de A.
taeniorhynchus durante o repasto sanguineo; D- Fémea de A. scapularis.

A capacidade vetorial de um inseto é definida pela taxa de eficiéncia de transmisséo de

um patodgeno pelo seu vetor. Essa capacidade é avaliada através de uma equacgdo que envolve
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varios parametros que diferem drasticamente entre espécies de vetores, tais como as interagdes
estabelecidas com o ambiente, o patdgeno e o hospedeiro (Figura 3) (MARQUARDT, 2004;
SHAW; CATTERUCCIA, 2018). A competéncia vetorial é um dos fatores determinantes da
capacidade vetorial, sendo definida como a capacidade biolégica inata do inseto vetor em
transmitir determinado patdégeno (FRANZ et al., 2015; SHAW; CATTERUCCIA, 2018). Para
um vetor ser considerado competente, precisa permitir o desenvolvimento do patégeno ingerido
por ocasido de um repasto sanguineo feito em um hospedeiro infectado e apds alguns dias,
tornar-se capaz de transmitir para outro hospedeiro. No entanto, para o patdgeno para ser
transmitido, este precisa ultrapassar algumas barreiras do corpo do inseto: a barreira de infecgédo
do intestino médio (MIB), a barreira de escape do intestino médio (MEB), a barreira de infeccao
da glandula salivar (SGIB) e a barreira de escape da glandula salivar (SGEB) (FRANZ et al.,
2015).

Figura 3- Desenho esquematico descrevendo os parémetros utilizados para calcular a capacidade vetorial.
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Fonte: SHAW & CATTERUCCIA (2018, traducéo nossa).

Esta espécie é considerada vetora priméaria de inimeros arbovirus, dos quais destacam-
se DENV, CHIKV e ZIKV, além de transmitir outros virus, como Febre Amarela (YFV),
Mayaro (MAYYV) e Ouropouche (OROV) (BOORMAN; PORTERFIELD, 1956; GOERTZ et
al., 2017; LI et al., 2012; POWELL; TABACHNICK, 2013). A capacidade de A. aegypti de
transmitir arbovirus € agravada devido ao seu habito urbano, alta antropofilia, elevada

densidade populacional em centros urbanos e capacidade de realizar repastos sanguineos
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sequenciais em diferentes indiivudos (POWELL; TABACHNICK, 2013; ZARA et al., 2016).
Assim, a interagdo desses fatores com a competéncia vetorial desse mosquito é importante para
determinar a sua alta capacidade vetorial (SHAW; CATTERUCCIA, 2018).

2.1.2 Aedes albopictus, Skuse, 1895

A. albopictus (Figura 2B), pertencente ao subgénero Stegomyia, € originario da Asia e
tem habitos silvestres e rurais, com capacidade de tolerar baixas temperaturas (CONSOLI; DE
OLIVEIRA, 1994). Essa espécie se alimenta de néctar e, diferente do A. aegypti, é eclético com
relacdo a preferéncia do hospedeiro, podendo se alimentar de sangue de diversos animais
silvestres. Esses mosquitos possuem como criadouros preferenciais 0s naturais, como por
exemplo; folhas, cascas de frutas e troncos de arvores. Com a constante aproximacdo humana
a areas de mata, seja por turismo, trabalho ou moradia, o contato entre indiivudos desta espécie
com a populagdo humana é favorecido (CONSOLI; DE OLIVEIRA, 1994). Além disso, varios
estudos ja relataram a presenca dessa espécie em éareas urbanas do Brasil (HONORIO et al.,
2003; MARTINS et al., 2012; MEDEIROS et al., 2018).

Estudos sobre competéncia vetorial demonstram que A. albopictus também é capaz de
replicar e transmitir os virus DENV, ZIKV e CHIKV (CHOUIN-CARNEIRO et al., 2016;
GUBLER, 2011; VEGA-RUA et al., 2015). Este mosquito é considerado vetor secundario de
tais arbovirus, visto que possui habito mais silvestre e ndo se alimenta exclusivamente de
sangue humano (CONSOLI; DE OLIVEIRA, 1994; GUBLER, 2011). Porém, individuos desta
espécie foram apontadas como vetor primario de CHIKV em surtos registrados em regides da
Africa (DELATTE et al., 2008; PAGES et al., 2009).

2.1.3 Aedes taeniorhinchus, Wiedemann, 1821

A especie A. taeniorhynchus (Figura 2C), pertencente ao subgénero Ochlerotatus, é
encontrada nas Américas, predominantemente em regides litoraneas, com maior incidéncia na
Florida, Estados Unidos, alem das Antilhas e Ilhas Galdpagos. No Brasil, essa espécie é
encontrada em todos os estados brasileiros da regido litoranea (CONSOLI; DE OLIVEIRA,
1994; REY et al., 2012). As fémeas desta espécie apresentam um padrdo de hematofagia
eclético e podem realizar repasto sanguineo em humanos, outros mamiferos e alguns répteis
(CONSOLLI; DE OLIVEIRA, 1994). Os criadouros de A. taeniorhynchus sdo transitérios e com

um alto grau de salinidade, tais como, pocgas d'dgua e valas de drenagem (HRIBAR; DEMAY;
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LUND, 2010). Os adultos possuem grande capacidade de voo e podem ser encontrados em
locais distantes dos criadouros (VLACH et al., 2006).

O mosquito A. taeniorhynchus pode ser vetor de virus causadores de diferentes
encefalites, com capacidade de transmitir o virus da Encefalite Equina Oriental (EEEV)
(ORTIZ; WEAVER, 2004), virus da Encefalite de Saint Louis (SLEV) (NAYAR; ROSEN;
KNIGHT, 1986) e do Oeste do Nilo (WNV) (EASTWOOD et al., 2013).

2.1.4 Aedes scapularis, Rondanni, 1848

O mosquito A. scapularis (Figura 2D), pertencente ao subgénero Ochlerotatus, €
distribuido pelas Ameéricas do Sul, Central e Norte, com predominancia na América do Sul
Oriental (CONSOLI; DE OLIVEIRA, 1994). Essa especie é encontrada em regides de mata e
esta distribuida em florestas brasileiras, e ocasionalmente em ambientes de circulagdo humana
(MADEIRA et al., 2009; SANTOS et al., 2015). As fémeas pdem ovos em diversos tipos de
criadouros, tais como aqueles terrestres e transitorios, como por exemplo; pocas d'agua e
alagados, bem como criadouros artificiais, como valas de drenagem (CONSOLI; DE
OLIVEIRA, 1994). Esta espécie de mosquito é capaz de transmitir o virus Rocio (ROV)
(MITCHELL; FORATTINI, 1984), EEEV e YFV, que acometem o homem e animais
(ARNELL, 1976; FORATTINI et al., 1995).

2.2 Culex quinquefasciatus, Say, 1823

A espécie C. quinquefasciatus pertence a familia Culicidae, subfamilia Culicinae,
género Culex, e sua distribuicdo geogréafica € prevalente em areas tropicais e subtropicais do
globo (ANDREADIS, 2012). As fémeas colocam os ovos flutuantes na superficie da agua, no
formato semelhante a jangadas (agregados) (Figura 4), em criadouros naturais ou artificiais com
alto teor de material orgénico. O ciclo de vida de C. quinquefasciatus é considerado rapido, em
média 45 dias (Figura 4) (CONSOLI; DE OLIVEIRA, 1994). Assim como 0s mosquitos do
género Aedes, machos e fémeas (Figura 5) e se alimentam de néctar e apenas as fémeas sédo
hemato6fagas, condicdo necessaria para maturacdo de seus ovos (CONSOLI; DE OLIVEIRA,
1994).

Esses mosquitos sdo conhecidos por transmitirem parasitas nematoides, como
Wuchereria bancrofti, principal agente etioldgico da filariose linfatica (MANIMEGALAI;

SUKANYA, 2014). Atualmente, no Brasil, a filariose linfatica é considerada endémica no
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estado de Pernambuco, com foco de transmisséo de Wuchereria bancrofti em Recife, Olinda,
Jaboatdo dos Guararapes e Paulista, municipios que fazem parte da Regido Metropolitana de
Recife (FONTES et al., 2012).

Além de nematoides, C. quinquefasciatus é considerado o principal vetor de WNV no
leste dos Estados Unidos (CAMPBELL et al., 2002; TURELL, 2012), assim como do virus da
encefalite Saint Louis (SLEV) (RICHARDS et al., 2009) e do virus Sindbis (SINV) (JUPP;
MCINTOSH; BLACKBURN, 1986). Recentemente, essa espécie foi incriminada como
possivel vetor de ZIKV e a competéncia vetorial foi demonstrada experimentalmente em
laboratério (GUEDES et al., 2017a; GUO et al, 2016; SMARTT et al., 2018). C.
quinquefasciatus ja foi encontrado naturalmente infectado com ZIKV, o que sugeriu o
envolvimento desta espécie na transmissdo em ambiente urbano no Brasil (AYRES et al., 2019;
ELIZONDO-QUIROGA et al., 2017; GUEDES et al., 2017a), a identificacdo de mosquitos
naturalmente infectados com ZIKV também foi comprovada em outras espécies do género
como C. coronator, C. tarsalis e C. perfuscus (DIALLO et al., 2014; ELIZONDO-QUIROGA
et al., 2017).

Figura 4- Ciclo de desenvolvimento de Culex quinquefasciatus.

Ovos

Larva

Fonte: Petaling Jaya (2019, tradugdo nossa).
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Figura 5- Fémea de Culex quinquefasciatus no
momento do repasto sanguineo.

Fonte: South Bend (2019).

2.3 Os arbovirus

Os arbovirus (Arthropod-borne virus) sdo virus que utilizam pelo menos dois
hospedeiros, um vertebrado e um artropode hematofago para completar o ciclo de vida (RUST,
2012). Esses virus englobam membros de oito familias virais e 14 géneros (CLETON et al.,
2012), porém, a maioria dos arbovirus de importancia para a saude publica pertence a trés

familias: Bunyaviridae, Flaviviridae e Togaviridae (CLETON et al., 2012).

2.3.1 Flavivirus

Os virus desse género possuem estrutura simétrica icosaédrica e sua particula viral mede
entre 40 a 60 nm de didmetro (GUZMAN et al., 2010). O genoma dos Flavivirus é formado por
RNA de fita simples de polaridade positiva com tamanho em torno de 11 kb (SANTQOS, 2008).
Esse género apresenta grande plasticidade genética em seu RNA, 0 gque permite uma maior
adaptacdo aos hospedeiros vertebrados e invertebrados (COFFEY et al., 2013). A estrutura de
capsideo proteico dos Flavivirus é envolta por um envelope lipidico, onde estdo inseridas trés
proteinas estruturais: proteina do capsideo (C), proteina de membrana (M) e espiculas de
glicoproteinas (E), que estdo relacionadas a resposta imune protetora, inducdo a anticorpos
neutralizantes e hemaglutinacdo de eritrécitos (GUZMAN; ISTURIZ, 2010). Além das
proteinas estruturais, 0 genoma codifica sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B, NS5) (Figura 6) que realizam fungdes reguladoras e de expressdo do virus;
como a replicacdo, viruléncia e patogenicidade (GUZMAN; HARRIS, 2015; MUSSO;
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GUBLER, 2016). Dentre os membros dos Flavivirus, serdo abordados os virus DENV e ZIKV

devido ao contexto epidemioldgico atual.

Figura 6- Organizacdo do genoma de Flavivirus.
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Fonte: Guzman et al. (2010).

2.3.1.1 Virus Dengue

O virus Dengue (DENV), pertence a familia Flaviviridae, é transmitido por mosquitos
durante a alimentacdo sanguinea em vertebrados (ZARA et al., 2016). Ao todo sdo descritos
quatro sorotipos de DENV (Sorotipos 1, 2, 3 e 4) que sdo geneticamente e antigenicamente
semelhantes. Porém, as diferencas entre 0s antigenos de cada sorotipo é o que ocasiona a ndo
imunidade apos a infeccdo por um sorotipo aos outros (GUZMAN; HARRIS, 2015; MESSINA
et al., 2014; ROTHMAN, 2011).

Uma vez que esse virus é ingerido por uma espécie de vetor competente passa por um
ciclo dentro do mosquito, que envolve ultrapassar varias barreiras anatémicas, fisiolégicas e
moleculares para se disseminar no organismo do inseto e chegar na glandula salivar, para entdo
ser transmitido (Figura 7) (SHAW; CATTERUCCIA, 2018). O periodo em que o virus leva
para infectar e replicar nas células do intestino e disseminar até as glandulas salivares, é
chamado de periodo de incubacdo extrinseca. Em mosquitos A. aegypti esse periodo dura em
torno de 8 a 14 dias (PIERSON; DIAMOND; HOWLEY; KNIPE, 2013). Estudos de
competéncia vetorial identificaram a presenca de DENV na glandula salivar do mosquito do 7°
dia pdés-infeccdo (dpi) até o 21° dpi. Entretanto ja foi visto que alguns mosquitos podem
transmitir DENV a partir do 3° dpi ( PIERSON; DIAMOND;; HOWLEY; KNIPE, 2013;
SALAZAR et al., 2007). Em espécies de mosquitos ndo competentes, a infecgdo por DENV é

blogueada em algum momento do ciclo de infec¢do ou disseminagéo viral.
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Figura 7- Desenho esquematico do ciclo do virus Dengue dentro do Aedes aegypti.
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Fonte: SHAW & CATTERUCCIA (2018, traducdo nossa).

A dengue é considerada a doenca viral transmitida por mosquitos com maior relacdo de
morbidade e mortalidade em humanos (BHATT et al., 2013) (BRASIL, 2012). A doenca é
endémica e recorrente em mais de 120 paises, com 100 milhGes de casos estimados a cada ano
e quatro bilhdes de pessoas vivendo em areas consideradas de risco de infec¢do (Figura 8)
(REINER JR et al., 2016) (BRASIL, 2017). Anualmente, segundo a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), aproximadamente 500.000 pessoas sdo acometidas pela forma grave da doenca
e mais de 20.000 delas, cerca de 4%, morrem devido as suas complicacdes (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2015).

Atualmente o virus esta distribuido por todo o Brasil, e os dados disponibilizados pela
Secretaria de Salde do Ministério da Salde apontam que, s6 no ano de 2018 foram registrados

265.934 casos provaveis de dengue no pais, e destes, 174.724 (65,7%) foram confirmados
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(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2019). A regido Centro-Oeste apresentou o0 maior niimero
de casos provaveis (102.284 casos; 38,5 %) em relagdo ao total do pais. Em seguida, aparecem
as regides Sudeste (75.421 casos; 28,4 %), Nordeste (67.256 casos; 25,3 %), Norte (18.293
casos; 6,9 %) e Sul (2.680 casos; 1,0 %). Em relacdo a taxa de incidéncia (nGmero de casos/100
mil hab.), em 2018, as regides Centro-Oeste e Nordeste apresentam as maiores taxas de
incidéncia: 635,9 casos/100 mil hab. e 118,5 casos/100 mil hab., respectivamente (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO, 2019).

Figura 8- Mapa de transmissdo e cocirculagdo mundial de arbovirus.
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Fonte: Adaptado de Weaver et al., (2017).

Legenda: JEV: virus da Encefalite Japonesa; DENV: virus Dengue; YFV: virus da febre amarela; ZIKV: virus
Zika CHIKYV: virus Chikungunya; RVFV: virus da febre do vale Rift; MAYV: virus Mayaro; OROV: virus
Oropouche.

O tratamento da dengue é inespecifico e se baseia no manejo dos sintomas, 0s quais
incluem febre, mialgia, cefaleia e complicacbes hemorragicas (PITISUTTITHUM,;
BOUCKENOOGHE, 2016). A prevencdo da doenca pode ser feita por meio de imunizagédo
vacinal, porém a vacina disponivel para DENV (Dengvaxia®) apresenta algumas restrigGes,
como a indispobilibidade para o setor publuco, ndo ser recomendada a administragdo em
criancas menores de nove anos, possuir baixa eficacia para os sorotipos 1 e 2 e ser indicada
para populacdes com 70% de soroprevaléncia (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,

2016b). Além disso, estudos mostraram que 0 uso dessa vacina em pessoas soropositivas na
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imunizagéo, a protecédo foi mantida durante 5 anos de seguimento. No entanto, entre 0s grupos
soronegativos antes da imunizagdo houve um risco maior de dengue grave e internacdo
hospitalar em comparagéo com controles ndo vacinados. Sendo assim, a vacina parece aumentar

a gravidade da infeccdo subsequente por dengue (DISEASES, 2018).

2.3.1.2 Virus Zika

O virus Zika (ZIKV), Flavivirus que tambem pertence a familia Flaviviridae
(DONALISIO; FREITAS; ZUBEN, 2017) foi isolado pela primeira vez em 1947 de amostras
de macacos e a partir de amostras de mosquitos da especie A. africanus em 1948 (DICK;
KITCHEN; HADDOW, 1952). O isolamento em amostra de humanos foi realizado pela
primeira vez na Nigéria em 1954, com algumas evidéncias soroldgicas de infeccdo reportadas
em outros paises africanos e asiaticos (HAYES, 2009). Em 2007, uma epidemia de ZIKV
atingiu as ilhas Yap na Micronesia e em 2013, a Polinésia Francesa registrou uma epidemia
(CAUCHEMEZ et al., 2016; LANCIOTTI et al., 2008). A partir do cenario epidemiologico
observado no Brasil em 2015, bem como a relagdo da infec¢do viral com casos de microcefalia
em neonatos, a Organizacdo Mundial da Saude estabeleceu estado de emergéncia, com objetivo
de combater a circulagéo do virus pelo pais (DONALISIO; FREITAS; ZUBEN, 2017).

ZIKV pode ser transmitido por diferentes espécies de mosquitos. Em relacdo a interacéo
do virus com espécies do género Aedes, como A. aegypti e A. albopictus, apds ultrapassar as
barreiras do intestino, o virus tem o periodo de incubacgéo extrinseca entre 5 a 7 dias (LI et al.,
2012). Em relacdo a espécie C. quinquefasciatus, o virus pode ser detectado na glandula salivar
a partir do 7° dpi (GUEDES et al., 2017a) (Figura 9).
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Figura 9- Cortes celulares de glandula salivar de Culex quinquefasciatus infectado com o virus Zika no 7° dia
pos infeccéo.

Fonte: Adaptado de Guedes et al. (2017).

Legenda: Cortes Ultrafinos de 70 nm. Vi: particula viral de ZIKV formadas; dER: Reticulo endoplasmatico
distendido; A — Visualizacdo de numerosas particulas de ZIKV (setas pretas) dentro do dER; B- Visualizacdo de
particulas de ZIKV (setas pretas) envelopados.

Em humanos, a infeccdo causada pelo ZIKV geralmente leva ao desenvolvimento de
sintomas que variam desde febre, artralgia, conjuntivite até rash cutaneo (MUSSO, 2015). No
entanto, complicacdes neuroldgicas estdo relacionadas com a infecgdo, como por exemplo,
alteracbes congénitas, microcefalia e Sindrome de Guillain—Barré (CORDEIRO et al., 2016;
KRAUER et al., 2017; MORON et al., 2016). Tais complicacdes foram evidenciadas durante a
epidemia da doenca no Brasil (DE SOUZA et al., 2018; LESSER; KITRON, 2016).

Os primeiros estados brasileiros a registrar casos de infeccdo por ZIKV foram Bahia e
Rio Grande do Norte (CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015; ZANLUCA et al., 2015). Em
2018, até a SE 52, foram registrados 8.680 casos provaveis de doenca pelo virus Zika no pais,
destes, 3.984 (45,9 %) casos foram confirmados. A regido com maior nimero de casos
provaveis foi o Sudeste com 3.149 casos (36,3 %) em relacdo ao total do pais. Em seguida,
aparecem as regides Nordeste (2.425 casos; 27,9%), Centro-Oeste (1.733 casos; 20,0 %), Norte
(1.326 casos; 15,3 %) e Sul (47 casos; 0,5%). Porém, a analise da taxa de incidéncia de casos
provaveis de Zika (nimero de casos/100 mil hab.), demonstra que as regides Centro-Oeste e
Norte apresentam as maiores taxas de incidéncia: 10,8 casos/100 mil hab. e 7,3 casos/100 mil
hab., respectivamente (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2019).

De acordo com o Boletim Epidemioldgico de Monitoramento integrado de alteragdes
no crescimento e desenvolvimento relacionado a infec¢do pelo virus Zika e outras etiologias
infecciosas, entre as SEs 45/2015 e 45/2018 (08/11/2015 a 10/11/2018) o nimero de casos
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suspeitos foi de 16.900, dos quais 3.279 (19,4%) foram confirmados e 2.718 (16,1%)
permanecem em investigacdo. O Nordeste foi a regido com maior notificacao de casos do pais
(58,6%), seguida das regides Sudeste (25,0%) e Centro-Oeste (7,5%). Os cinco estados com
maior numero de casos notificados sdo Pernambuco (16,4%), Bahia (15,7%), Sdo Paulo (9,7%),
Rio de Janeiro (7,0%) e Paraiba (6,9%) (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2018b).

2.3.2 Alphavirus

Alphavirus possuem capsideo icosaédrico que mede cerca de 70 nm de didmetro, e
possui genoma composto de RNA fita simples linear de polaridade positiva, de
aproximadamente 11 kb. O seu genoma codifica quatro proteinas ndo estruturais (NSP1, NSP2,
NSP3 e NSP4) e cinco proteinas estruturais (C, E3, E2, 6k e E1) (SANTOS, 2008;
SCHUFFENECKER et al., 2006) (Figura 10).

Figura 10- Organizacdo do genoma de Alphavirus.
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Fonte: Weaver (2012, tradugéo nossa).

2.3.2.1 Virus Chikungunya

O virus Chikungunya (CHIKV), membro da familia Togaviridae (CLETON et al.,
2012), foi isolado pela primeira vez na década de 50 e, até o ano de 2005, ndo havia causado
surtos ou epidemias, porém, uma epidemia atingiu ilhas do Oceano indico, como a ilha francesa
Reunido, onde houve registro de mais de 240 mil casos e 203 6bitos (BURT et al., 2012;
KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA, 2012). Em 2006, epidemias de CHIKV ocorreram na india
e Asia e, em 2007, casos autdctones foram reportados na Italia, e em 2010, no sul da Franca
(KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA, 2012). No fim de 2013, o primeiro caso de transmissdo
autoctone de CHIKYV foi registrado nas Américas, na regido do Caribe (VAN BORTEL et al.,
2014). No final de 2014, paises da América do Sul e Central, incluindo o Brasil, ja haviam
registrado a circulacdo local do CHIKV (WEAVER et al., 2012) (Figura 8).
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O periodo de incubagdo extrinseca dos Alphavirus dura em média de 4 a 10 dias
(GRIFFIN, 2013). Porém, alguns estudos ja demonstraram que com apenas dois dias, apds a
ingestdo pelos mosquitos, CHIKYV ja é detectavel na glandula salivar de A. albopictus (Figura
11) em titulos suficientes para causar infeccdo em um hospedeiro vertebrado (VAZEILLE et
al., 2007). Essa rapida disseminacdo pode ser visualizada também nos ovarios nos mosquitos
infectados apds 6 dpi e a permanéncia do virus também no intestino do mosquito (Figura 11).
A alta competéncia vetorial do A. albopictus é relacionada a mutacdo encontrada em cepas de
CHIKV com a substituicdo de uma alanina por uma valina na posi¢do 226 do envelope viral
(E1-A226V) (SCHUFFENECKER et al., 2006). Em relacdo a susceptibilidade de A. aegypti a
infeccdo por CHIKYV, 35 populacdes diferentes das Américas foram consideradas com alta
competéncia vetorial, onde mais de 60% dos mosquitos de cada populagdo foram capazes de
disseminar o CHIKYV apds atravessar a barreira do intestino médio (VEGA-RUA et al., 2014).

Figura 11- Fotos de Preparaces imunocitoquimicas de tecidos de Aedes albopictus infectados com o virus
Chikungunya.

Fonte: Adaptado de Vazeille et al. (2007).

Legenda: Imagens capturadas em aumento de 100x. A — Intestino no 1° dpi; B- Glandulas salivares no 2° dpi; C-
Ovaérios no 6° dpi; D- Sistema nervoso central no 9°dpi; Setas: Presenca de CHIKV nos tecidos.
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Atualmente CHIKYV esta distribuido por todo territorio nacional e no ano de 2018 foram
registrados 87.687 casos provaveis de febre de chikungunya, dos quais 68.962 (78,6 %) foram
confirmados. A regido Sudeste apresentou 0 maior nimero de casos provaveis de febre de
chikungunya (52.966 casos; 60,4%) em relacdo ao total do pais. Em seguida, aparecem as
regides Centro-Oeste (13.862 casos; 15,8 %), Nordeste (11.287 casos; 12,9 %), Norte (9.315
casos; 10,6 %) e Sul (257 casos; 0,3 %). Porém, em relagcdo a da taxa de incidéncia de casos
provaveis de febre de chikungunya (nimero de casos/100 mil hab.), as regibes Centro-Oeste e
Sudeste apresentam as maiores taxas de incidéncia: 86,2 casos/100 mil hab. e 60,4 casos/100
mil hab., respectivamente (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2019).

A infeccdo causada pelo CHIKV produz uma sindrome febril com altas temperaturas e
sintomas articulares (WEAVER; LECUIT, 2015). A artralgia afeta até 80% dos pacientes de
forma severa que pode persistir por meses ou anos. Essa manifestacdo clinica pode ocasionar
artrite reumatoide, que se desenvolve em aproximadamente 30% dos pacientes de forma crénica
com mecanismos ainda desconhecidos (RODRIGUEZ-MORALES et al., 2016; MARQUES et
al., 2017). Em testes soroldgicos, complexos antigénicos podem ser diferenciados,
principalmente através de testes de neutralizacdo (POWERS, 2011; STRAUSS; STRAUSS,
1994). Atualmente, ndo ha vacinas prontas para CHIKV, porém duas vacinas para CHIKV estao
em fase de ensaio Clinico | (CHANG et al., 2014; RAMSAUER et al., 2015).

2.4 Vigilancia Epidemiologica

A vigilancia em saude é um instrumento que pode antecipar e distinguir alteraces que
influenciam no processo salde-doenca, com objetivo final de prevenir e controlar doencas
(BRASIL, 2009). A epidemiologia € o estudo da frequéncia, da distribuicao e dos determinantes
dos problemas de saide em populacdes humanas e a aplicacdo desses estudos no controle dos
fendmenos relacionados a doencas (BRASIL, 2009; ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2017; ZARA et al., 2016).

A vigilancia Epidemioldgica € a unido entre as duas ferramentas que proporcionam a
prevencdo, deteccdo e controle de eventos que possam causar doencas ou agravos na salde
(BRASIL, 2009). O Ministério da Saude publicou em 2009, o Guia de Vigilancia
Epidemioldgica Nacional, que fornece orientagdo técnica para os profissionais de salde que
executam as agdes de controle (BRASIL, 2009). Dentre seus objetivos esté a disponibilizacéo

de informacGes atualizadas e notificacdo das doengas e agravos, bem como identificar fatores
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que as condicionam, numa &rea geografica ou populacdo (ZARA et al., 2016). Um dos
exemplos é a vigilancia epidemioldgica das arboviroses, que avalia a distribuicdo de casos das
doencas e medidas de controle, além de fornecer abordagens estratégicas durante epidemias
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017; ZARA et al., 2016).

2.4.1 Vigilancia Laboratorial

Como parte fundamental da vigilancia epidemioldgica, a vigilancia laboratorial é
realizada através de intervencgdes clinicas e conta com o diagnostico preciso de arboviroses
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE., 2015). E considerada como crucial para
assegurar o tratamento adequado de pacientes, relatar a circulagdo viral em uma regido e
permitir o emprego de estratégias, como por exemplo, controle de vetores, vacinagao e

campanhas de conscientizacao publica (WEAVER et al., 2018).

Para o diagndstico de arboviroses, como dengue, Zika e chikungunya, diferentes
técnicas sdo utilizadas. Os testes soroldgicos sdo 0s mais utilizados para essa finalidade, porém,
problemas séo relatados, como a falta de especificidade devido a reatividade cruzada entre virus
relacionados e custos para producéo individual de cada antigeno viral utilizado (WAGGONER
et al., 2016b). O diagnostico molecular é altamente especifico, mas € necessario que seja
realizado em periodo de viremia (termo utilizado para descrever a presenca de RNA viral
detectavel em uma amostra) (WAGGONER et al., 2016a) que para 0s arbovirus em questé&o,
esse periodo pode variar de 3 a 7 dias pos surgimento de sintomas (WEAVER et al., 2018). A
viremia de ZIKV é geralmente mais baixa quando comparada com DENV e CHIKV. A
cocirculacdo de DENV, ZIKV e CHIKYV representa um grande desafio para o tratamento clinico
e diagnostico laboratorial em areas endémicas. Uma vez que pacientes infectados com um ou
mais desses virus podem apresentar manifestacoes clinicas semelhantes em uma ampla faixa de
viremia (WAGGONER et al., 2016b). Além disso, as coinfec¢cdes podem ser bastante comuns,
exigindo que todos 0s pacientes sejam testados para cada virus. Isso demonstra a necessidade
de diagndsticos moleculares multiplex (para todos 0s virus) sensiveis e precisos para
atendimento clinico, pesquisa de doengas e vigilancia das arborivoses (WAGGONER et al.,
2016b). Atualmente, para essas infeccOes, a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo
real é o principal teste para a deteccdo de &cido nucleico viral, presente no soro do paciente,
durante a fase de viremia inicial (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTI,
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2016; PAIXAO; TEIXEIRA; RODRIGUES, 2018). Para ZIKV e CHIKV essa é a técnica
considerada padrdo-ouro para o diagnéstico (ARAUJO; FERREIRA; NASCIMENTO, 2016).
A urina também pode ser utilizada para a deteccdo de DENV e ZIKV e, neste caso, a janela de
deteccdo apos a viremia é possivel por um periodo mais longo, facilitando o diagnéstico de
virus (GOURINAT et al., 2015; HIRAYAMA et al., 2012).

O diagnostico laboratorial da infeccdo por DENV pode ser realizado utilizando as
seguintes metodologias: ensaio imunoenzimatico (ELISA) por captura de IgM (padréo-ouro),
isolamento viral (em camundongos ou cultura de células), imunofluorescéncia (IFA), inibicao
de hemaglutinacdo (IH), teste de fixacdo de complemento (FC), testes de neutralizacéo, a
deteccdo de &cido nucleico do DENV, através da RT-PCR (GUZMAN; VAZQUEZ, 2010;
WANG; SEKARAN, 2010). Testes como ELISA ou imunofluorescéncia também s&o utilizados
para a confirmacdo do diagndstico do ZIKV. No entanto, devido a baixa concentracdo de
anticorpos IgM na fase de incubacéo, torna-se mais dificil a identificacdo do virus no paciente
(100S et al., 2014) (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2015). Para CHIKV, a
sorologia é utilizada, mas precisa ser validada para uso em larga escala na populagéo brasileira
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2015).

E de extrema importancia para a vigilancia epidemioldgica que o diagnostico da doenca
seja feito de forma rapida, precisa e de baixo custo. Os testes possuem maior custo de acordo
com sua especificidade e sensibilidade, como € o caso do isolamento viral e detec¢do de acidos
nucléicos. A deteccdo de anticorpos e uso de métodos soroldgicos, apesar de mais simples e
acessiveis, podem ter sua sensibilidade e especificidade comprometidas devido a probabilidade
reacdo cruzada (LANCIOTTI et al., 2007; WAGGONER; PINSKY, 2016). Entre virus de uma
mesma familia € comum que ocorra reacdo cruzada, como por exemplo entre ZIKV e DENV,
0 que em locais com cocirculgao de arbovirus pode acarretar em resultados falsos positivos.
Esses resultados sorologicos ja foram considerados pelo Centro de Controle de Doengas (CDC)
insuficientes para fechar diagndéstico conclusivo para arboviroses (FANTINATO et al., 2016;
LEE et al., 2017; WAGGONER et al., 2016a).

2.4.2 Vigilancia Entomolégica

A vigilancia entomoldgica Tem como finalidade identificar e monitorar, de forma

sistematica, os fatores de risco decorrente da exposi¢cdo do homem ao inseto vetor do agente
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causador de doenca e baseia-se em técnicas que contribuem para uma ampla variedade de
objetivos, dentre eles: estimar a densidade populacional, comportamento, distribuicdo dos
insetos vetores, monitorar o status de susceptibilidade aos inseticidas usados, e detectar
precocemente e/ou avaliar o aumento da circulacdo de patdgenos nas populacdes de vetores
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017). Assim, este tipo de vigilancia se torna uma
ferramenta essencial para o planejamento de programas de controle de vetores e de doencas
causadas pela transmiss&o de agente patogénicos (arboviroses por exemplo) (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2017; WEAVER et al., 2018). Além de avaliar o impacto dessas
intervencdes em diferentes regifes de maneira que as acdes possam ser direcionadas para as
regides que apresentem altas densidades de mosquitos ou elevado numero de notificacdo de
casos de arboviroses (HALL et al., 2012; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017;
ZARA et al., 2016)

A vigilancia entomologica através da coleta de ovos e larvas, realizada em criadouros
naturais e artificiais, bem como da coleta de adultos encontrados em locais intra e
peridomiciliar, por meio de armadilhas e aspiradores de mosquitos, € a principal forma de
avaliar a densidade populacional de mosquitos. Além disso, a associa¢ao desse monitoramento
a tecnicas moleculares, como a RT-PCR e isolamento viral tem tornado a vigilancia
entomoldgica uma ferramenta eficiente para identificacdo de localidades com circulacédo viral
(BRAGA; VALLE, 2007; ZARA et al.,, 2016). Porém, como demonstrado em estudos
anteriores, a vigilancia vetorial ndo deve ser feita apenas em periodos epidémicos, mas também
durante periodos interepidémicos, visto que alguns virus permanecem na natureza mesmo sem
a notificacdo das doengas (Figura 12). Dessa maneira, € possivel avaliar a transmisséo residual,
conhecer o papel dos vetores e aumentar a possibilidade de prevencdo, antes do surgimento de
casos da doenca em humanos (GUEDES et al., 2010; HALL et al., 2012; ZARA et al., 2016).
Em vaérios locais com risco de transmissdo de arbovirus, investigacdo da presenca viral em
mosquitos tem sido empregada por alguns grupos (ELIZONDO-QUIROGA et al., 2017;
FAUVER et al., 2015; HUERTA et al., 2017), uma vez gque esse processo € custoso e necessita
de uma rede integrada de coletas, além da rapida divulgacdo de resultados. No Brasil, alguns
grupos estdo incorporando este tipo de investigacdo como atividade de rotina em pesquisa
(BARBOSA et al.,, 2016; GUEDES et al., 2010; GUEDES et al., 2017a; MACIEL-DE-
FREITAS; VALLE, 2014).

O uso de cartbes de papel, FTA® card (GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh, PA),

com iscas de aglcar € uma ferramenta de baixo custo que foi desenvolvida para o
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monitoramento de arbovirus em populacbes de mosquitos de campo. Essas iscas possibilitam a
coleta de saliva e, caso essa saliva esteja infectada com algum virus, o genoma viral é mantido
no cartdo mesmo que permaneca em campo por um periodo longo sem degradar o RNA
(HALL-MENDELIN et al., 2017). O uso de FTA cards com isca de agucar ja foi empregado
como meétodo de vigilancia na Australia, onde foi detectada a circulagéo dos virus Ross River,
Barmah Forest e Stratford (FLIES et al., 2015). Nos Estados Unidos, essa ferramenta também
foi utilizada e foi visto que a investigacdo de WNV e do virus da Encefalite de Saint Loius
(SLV) utilizando iscas de agtcar mostrou ser mais eficiente do que 0 monitoramento atraveés de
mosquitos adultos, onde a positividade das iscas utilizadas foi 100 vezes maior do que a busca
em adultos (STEINER et al., 2018). Sendo assim, integracdo de diferentes abordagens na
vigilancia entomoldgica, considerando as tecnologias disponiveis e as caracteristicas regionais
especificas, € uma ferramenta viavel para avaliacdo da reducdo populacional dos mosquitos e
monitoramento dos arbovirus circulantes (HALL et al., 2012; ZARA et al., 2016).



Figura 12: Arvore de decisio para triagem de patdgenos (virus / parasita) em espécies de mosquitos invasoras com procedimentos,

conjuntos de dados e resultados esperados.
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Legenda: EMI- Espécie de mosquito invasora; DTM- Doenca transmitida por mosquito; V- Virus; P- Parasita; NEG-
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38



39

3 JUSTIFICATIVA

No Brasil, apesar dos esfor¢os empenhados nos programas de controle vetorial, fatores
como a urbanizagdo descontrolada, infraestrutura sanitaria inadequada e intenso fluxo
populacional tem favorecido o crescimento das populagdes de mosquitos no pais. A deteccao
de virus em mosquitos de campo representa um dos critérios para a incriminacao de uma espécie
como vetor.

A investigacdo molecular proposta nesse estudo é importante para compreender a
dindmica de circulacdo dos virus DENV, ZIKV e CHIKV na Regido Metropolitana do Recife
(RMR), em diferentes espécies de mosquitos. Além disto, a deteccdo desses arbovirus permite
conhecer a evolucdo e filogenia das cepas detectadas em campo, para que seja possivel
esclarecer a introducdo desses virus nas diferentes regifes. A investigacdo em periodos
interepidémicos, e ndo apenas durante as epidemias, é crucial para identificar locais e/ou regides
onde a circulacdo viral ainda esta ativa, o que pode contribuir para uma intensificacdo das a¢oes
de controle e reducdo do contato entre a populacdo de mosquitos infectados e a populagédo

hospedeira.

Desta forma, investigar o papel de outras espécies que ndo sdo consideradas vetores
primarios ou que ndo sao comumente investigadas no ciclo de transmissdo dos arbovirus é de
extrema importancia, uma vez que os virus evoluem muito rapido e podem sofrer adaptacdes a
novas espécies. Adicionalmente, a obtencéo de isolados de virus em amostras de mosquitos de

campo pode contribuir para estudos de desenvolvimento de vacinas e kit diagndsticos.



4 PERGUNTA CONDUTORA

Quais arbovirus de importancia medica circularam na Regido Metropolitana de Recife e
em quais espécies de mosquitos coletados entre 2015 e 2017?

40



5 HIPOTESE

Os arbovirus DENV, ZIKV e CHIKV circularam na RMR entre 2015 e 2017 em
diferentes espécies de mosquitos.

41



42

6 OBJETIVO GERAL

Awvaliar a circulacdo de arbovirus de importancia médica em mosquitos do género Aedes e

Culex provenientes de localidades com notificacdes de dengue, Zika e chikungunya.

6.1 Objetivos especificos

a) Conhecer a taxa de infeccéo viral em mosquitos dos géneros Aedes e Culex provenientes
de areas com notificacdo de pacientes com sintomas de arboviroses;

b) Comparar as taxas de infeccdo natural por arbovirus nas espécies de mosquitos
estudadas;

c) Isolar cepas virais a partir de amostras de mosquitos;

d) Analisar a origem dos virus encontrados;

e) ldentificar regides de maior circulagéo de virus e avaliar a associagdo com indicadores

sociais de maior risco de transmissao no Estado;
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7 MATERIAIS E METODOS

Na presente se¢cdo do trabalho serdo descritos 0s processos metodoldgicos utilizados para o

desenvolvimento dos objetivos propostos.

7.1 Area de estudo

O estudo foi realizado com 236 pontos de coleta em seis municipios da Regido
Metropolitana do Recife (RM): Recife, Jaboatdo dos Guararapes, Olinda, Camaragibe, Paulista
e Sao Lourenco da Mata. De modo geral, o clima nesses municipios é predominantemente
quente e Umido, com temperatura que varia de 25 °C a 32 °C. A RMR possui vegetacdo
diversificada, com focos de Mata Atlantica e manguezais. A maioria dos pontos de coleta se

concentrou na capital do estado, a cidade de Recife, que possui 1.537.704 habitantes e 218,435
km 2 de &rea (IBGE, 2010) (Figura 13).

Figura 13- Mapa da Regido Metropolitana de Recife com a distribuicdo espacial dos pontos coletados.
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7.2 Coletas e separacéo de mosquitos

Os mosquitos foram coletados por busca ativa em residéncias, ruas, Hospitais e
Unidades de Pronto Atendimento (UPA) em que haviam notificagdo de casos de arboviroses
confirmados ou ndo. O instrumento de coleta utilizado foi o aspirador de mosquitos (HORST®)
(Figura 14A), cuja funcdo é fazer a succao suave dos mosquitos que estejam em repouso ou em
voo sem causar-lhes danos. As primeiras coletas foram realizadas no municipio de Séo
Lourenco da Mata no ano de 2015, no &mbito de outro projeto que visava estudar a variabilidade
genética das populacbes de vetores do municipio. Com o inicio da epidemia, as coletas foram
direcionadas para a RMR e feitas em parceria com a Secretaria Estadual de Pernambuco (SES).
As coletas de mosquitos em hospitais e UPAs foram realizadas pela equipe da SES e as demais
realizadas em residéncias foram feitas pela equipe de campo do Departamento de Entomologia
do Instituto Aggeu Magalhées (IAM).

As amostras de mosquitos analisadas neste estudo foram coletadas no periodo entre
janeiro de 2015 e dezembro de 2017. Apds cada coleta de mosquitos, estes foram levados vivos,
em sacos de contencdo (Figura 14B) para o Laboratorio de Entomologia, no proprio saco coletor
0s mosquitos foram adormecidos por resfriamento a -20 °C durante 30 min, identificados e
separados de acordo com a localidade, espécie, sexo e estado alimentar. Estes mosquitos foram
separados em grupos de até 10 individuos (pools), acondicionados em microtubos de 1,5 ml e
em seguida estocados a -80 °C. Toda a triagem foi realizada em placas de petri sobre gelo,

utilizando pincas descontaminadas com alcool (70%).
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Figura 14- Coleta de mosquito utilizando aspiradores e saco de contencéo de
amostra com mosquitos vivos.

Fonte: A autora.

Legenda: A- Integrante da esquipe de campo do IAM utilizando aspirador; B-
Saco de aspiragdo com mosquitos Vivos.

7.3 Preparacdo do macerado de mosquitos (homogenato)

Para a preparacdo do homogenato de mosquitos, foram acrescentados a cada pool 300
ul do meio de cultura Leibovitz (L-15) suplementado com 5 % de soro fetal bovino, 1% de
antifangico (Fungizon) e antibioticos (Penicilina/Streptomicina). A maceracao foi realizada
com pistilos autoclavados e macerador automatico (Sigma) até completa homogeinizacdo dos
mosquitos e meio de cultura. Em seguida, os homogenatos foram centrifugados a 2.000 rpm,
por 15 mina 4 °C, e do sobrenadante foi separada uma aliquota de 100 pl para posterior extracao
de RNA e os 200 pl restantes foram armazenados a -80 °C para posterior isolamento viral

através de inoculacdo em cultura de células.

7.4 Cepas virais utilizadas

Os experimentos foram realizados utilizando os isolados virais cedidos gentilmente por
Dra. Marli Tendrio, colaboradora do Departamento de Virologia (LAVITE) do IAM. As cepas
utilizadas como controles positivos para 0s procedimentos descritos nos itens 7.7, 7.10 e 7.11
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foram ZIKV BRPE243/2015 (KX197192), CHIKV BRPE408, DENV-1 42735/BR-PE
(EU259529), DENV-2 3808/BR-PE (EU259569), DENV-3 85469/BRPE (EU259607) e
DENV-4 1385 (U18425). Os estoques virais de ZIKV e CHIKV foram mantidos e titulados em
célula Vero, enquanto que os de DENV foram mantidos e titulados em célula C6/36.

7.5 Extracdo de RNA

As extragdes de RNA foram realizadas utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen),
seguindo as recomendacdes do fabricante com modificagdes conforme descrigéo a seguir. Uma
aliquota de 100 pl do homogenato obtido dos pools de mosquitos foi misturada com 200 pl de
Trizol (Invitrogen), o microtubo foi agitado durante 15 seg e incubado durante 5 min a
temperatura ambiente. A mistura foram adicionados 100 pl de cloroformio (Sigma), 0
microtubo foi agitado manualmente durante 15 seg, seguindo de uma incubacdo a temperatura
ambiente durante 3 min e centrifugacéo a 12.000 rpm por 15 min a 4 °C. A fase aquosa de cada
amostra foi removida e transferida para um novo microtubo contendo 250 ul de isopropanol
100 % (Sigma). As amostras foram misturadas por inversdo dos tubos, incubadas em
temperatura ambiente por 10 min e depois centrifugadas a 12.000 rpm durante 10 min a 4 °C.
O sobrenadante entdo foi removido e o sedimento de RNA foi lavado com 300 pl de etanol 75
% (Sigma). As amostras foram agitadas brevemente no vortex e depois centrifugadas a 12.000
rpm durante 5 min a 4° C. Por fim, o sobrenadante foi desprezado, o excesso foi retirado por
inversdo em papel toalha e 0 RNA foi entéo transferido para estufa a 37 °C durante 20 min para
secagem do pellet. O pellet contendo o RNA extraido foi ressuspendido em 30 pl de dgua livre
de DNAse e RNase.

7.6 Tratamento com DNAse

Apos a extracdo, todos os RNAs foram tratados com DNAse (Turbo DNase, Ambion)
de acordo com o protocolo descrito a seguir: foi adicionado ao RNA extraido um mix contendo
1 ul de DNase e 3 pl de tampéo, a mistura foi entdo incubada por 40 min a 37 °C em banho-
maria. Apos a incubagdo, 4,5 ul de EDTA a 100 mM (Gibco) foram acrescentados em cada
amostra, as quais foram incubadas novamente por 10 min a 75 °C. Ap0s tratamento, todas as
amostras foram quantificadas por espectrofotometria usando o Nanodrop 2000 (Thermo

Scientific) e a concentracdo dos RNAs extraidos variou entre 50 ng/pl a 1.000 ng/ul.
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7.7 Deteccdo da presenca de virus

A detecgdo de arbovirus nas amostras de msoquitos foi feita através de dois protocolos
distintos. Para DENV e ZIKV foram processados mosquitos de todas as espécies, enquanto que
para CHIKV apenas mosquitos do género Aedes. Durante o inicio do projeto, os RNAs
extraidos de todas as amostras de 2015 foram submetidos a uma reacéo de RT-PCR, utilizando
o0 protocolo de RT-PCR Duplex, para detectar os géneros Flavivirus e Alphavirus seguida de
uma PCR Mutiplex Nested, que foi utilizada para a identificacdo de espécies virais para cada
género. Ambas as reagdes seguiram o protocolo descrito em Bronzoni et al. (2005), modificado
apos a inclusdo do primer de CHIKV na Multiplex Nested para Alphavirus

A transcricdo reversa para sintese de cDNA foi realizada utilizando a enzima Super
Script 111 (Invitrogen) com os reagentes descritos no quadro 1 para um volume final de 20 ule
primers descritos no quadro 2. As condi¢des da RT-PCR seguiram o seguinte programa: 50 °C
durante 60 min e 70 °C por 15 min. Logo em seguida, o cDNA foi submetido a reacdo de PCR
Duplex com a enzima Taq Platinum (Invitrogen) e os reagentes descritos no quadro 3 para um
volume final de 20 ul, e os primers descritos no quadro 2. O programa utilizado para a reacéo
foi de 30 ciclos de 94 °C durante 1 min, 53 °C durante 1 min, e 72° C durante 2 min, seguido

por um passo de extensdo final a 72° C durante 5 min.

Quadro 1- Descricdo dos reagentes utilizados na reagéo de RT-PCR Duplex género especifica.

Reagente Conc. de uso Conc. final Volume (ul)
H20 - - 1,4
Tampéo 5x 1x 4,0
DTT 1M 0,75M 1,5
dNTP 2,5 mM 0,2 mM 1,6
RNAse OUT
(Invitrogen) 1 U/ul 0,025 U/ ul 0,5
Super Scriptlll 10 uM 0,25 uM 0,5
FG2 10 uM 0,75 uM 1,5
cM3W 100 uM 5uM 1,0
RNA - - 8
Volume Final 20

Fonte: A autora.
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Reacéo Primers Sequéncia 5’ - 3’
M2W (+) YAGAGCDTTTTCGCAYSTRGCHW
RT-PCR Duplex CM3W (-) ACATRAANKGNGTNGTRTCRAANCCDAYCC
FG1 (+) TCAAGGAACTCCACACATGAGATGTACT
FG2 (-) GTGTCCCATCCTGCTGTGTCATCAGCATACA
NVEE (+) ACGGAGGTAGACCCATCCGA
NEE (+) CCACGGTACCGTTGCC
PCR Multiplex Nested - Alphavirus NWEE (+) CCCGGCAGACCTGCTGEAA
NAURA (+) TCAATGCACCTTCGACCA
NMAY (+) GGAAGTTGGCCAAGGC
CHIKNSP1-S (+) TAGAGCAGGAAATTGATCCC
NDEN1 (-) CGTTTTGCTCTTGTGTGCGC
. . NDEN2 (-) GAACCAGTTTGTTTDRTTTCATAGCTGCC
PCR Multiplex Nested - Flavivirus NDEN3 (-) CCCATTGGTTCTCCTCTGTG
NDEN4 (-) GCAATCGCTGAAGCCTTCTCCC
Dcon 1 TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG
TS1 CGTCTCAGTGATCCGGGGG
RT-PCR Multiplex - Dengue TS2 CGCCACAAGGGCCATGAACAG
TS3 TAACATCATCATGAGACAGAGC
TS4 CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA
Zikal087 CCGCTGCCCAACACAAG
Zikall63c CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT
Zikal108 FAM AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA
RT-GPCR — ZIKV/CHIKV CHIKYV 6856 TCA CTC CCT GTT GGA CTT GAT AGA
CHIKV 6981 TTG ACG AGA GTT AGG AAC ATACC

CHIKV 6919 VIC

AGGTACGCGCTTCAAGTTCGGCG

Fonte: Bronzoni et al. (2005) e Lanciotti et al. (1992, 2007 e 2008).
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Quadro 3- Descrigéo dos reagentes utilizados na reacdo de PCR Duplex género especifica.

Reagentes Conc. de uso Conc. final Volume (ul)
H20 - - 28,3
Tampéo 10 x 1x 50
MgCl 50 mM 2 mM 2,0
dNTP 2,5 mM 0,2 mM 4,0
Tap Platinum
(Invitrogen) 5 U/ul 0,02 U/ pl 0,2
FG1 10 uM 0,3 uM 1,5
M2W 50 uM 1uM 1,0
cDNA - - 8,0
Volume Final 50,0

Fonte: A autora.

A PCR Mutiplex Nested para Flavivirus e Alphavirus foram realizadas com a enzima
Taq Platinum (Invitrogen), e os reagentes descritos no quadro 4 para Flavivirus e quadro 5 para
Alphavirus, ambas para um volume final de 50 ul. Os primers das duas reacoes estdo descritos
no quadro 2 e o programa para amplificacdo dos fragmentos foi de 25 ciclos de 94 °C durante
1 min, 53 °C durante 1 min, e 72 °C durante 2 min, seguido por um passo de extensao final a
72 °C durante 5 min.

As reacdes foram realizadas com um controle negativo da reacdo (todos os reagentes
exceto 0 RNA, cDNA ou produto de PCR), controle negativo da extracdo (derivado da extracédo
de RNA a partir de agua ultrapura) e controle positivo para cada género de virus. Os produtos
de PCR foram separados em gel de agarose 2%, corados com brometo de etideo e visualizados

em transluminador de luz UV.
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Quadro 4- Descricao dos reagentes utilizados na reacdo de PCR Multiplex espécie especifica para virus do
género Flavivirus.

Reagentes Conc. de uso Conc. final Volume (ul)
H20 - 3 28.3
Tampao 10 x 1x 5.0
MgCl. 50 mM 2 mM 20
dNTP 2,5 mM 0,2 mM 40

Tap Platinum

(Irl?vitrogen) 5 U/l 0,02 U/ pl 0,2
FG1 10 pM 0,3 UM 15
n DEN1 10 pM 0,3 UM 15
n DEN2 10 pM 0,3 UM 15
n DEN3 10 uM 0.3 uM 1’5
n DEN4 10 pM 0,3 UM 15
Produto de PCR - i 30
Volume Final 50.0

Fonte: A autora.

Quadro 5- Descricdo dos reagentes utilizados na reacdo de PCR Multiplex espécie especifica para virus do
género Alphavirus.

Reagentes Conc. de uso Conc. final Volume (ul)
H20 - - 28,3
Tampéo 10x 1x 5,0
MgCl> 50 mM 2 mM 2,0
dNTP 2,5 mM 0,2 mM 4,0

Tap Platinum

(Invitrogen) 5 U/ul 0,02 U/ pl 0,2
cM3W 100 uM 2 UM 1,0
nMAY 50 uM 1uM 1,0
nVEE 50 uM 1uM 1,0
nEEE 50 uM 1uM 1,0
nWEE 50 uM 1uM 1,0
nAURA 50 uM 1uM 1,0
NCHIK ns-pl 50 uM 1uM 1,0
Produto de PCR - - 3,0
Volume Final 50,0

Fonte: A autora.

No ano de 2016, foi possivel otimizar o protocolo de deteccdo molecular para que fosse
utilizada a RT-gPCR com deteccdo simultanea de ZIKV e CHIKV, o que gerou um aumento
da sensibilidade no diagndstico desses virus. As amostras recebidas a partir de janeiro de 2016
foram entéo submetidas a duas reag0es de RT-PCR diferentes: RT-PCR Multiplex convencional
para diagnostico de DENV e uma RT-gPCR Duplex para diagnostico de ZIKV e CHIKV.
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A primeira foi uma RT-PCR Multiplex, capaz de detectar os quatro sorotipos de DENV,
de acordo com o protocolo descrito por Lanciotti et al. (1992), com modificag0es. A reagéo era
feita em apenas uma etapa com a utilizagdo da enzima RT-AMV (Invitrogen) e PCR Master
Mix 2X (Promega), e os reagentes descritos no quadro 6 para um volume final de 25 pl. Os
primers dessa reacdo estdo descritos no quadro 2 e o mix foi submetido a ciclagem de 50 °C
por 30 min, 95 °C por 15 min, 50 °C por 15 seg e 72 °C por 30 seg seguidos de 35 ciclos de 95
°C por 15 seg, 50 °C por 15 seg, 72 °C por 30 seg, 72 °C por 10 min e pausa em 4 °C. Todas as
reacOes foram realizadas com um com controle negativo da reacdo (todos 0s reagentes exceto
0 RNA), controle negativo da extracao (derivado da extracdo de RNA a partir de 4gua ultrapura)
e controle positivo de DENV. A separacdo dos fragmentos amplificados foi realizada em gel

de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo e visualizados em transluminador de luz U.V.

Quadro 6- Descricdo dos reagentes utilizados na reacdo de RT-PCR para Dengue.

Reagentes Conc. de uso Conc. final Volume (ul)
H20 - - 1,18
PCR Master mix 2% 1x 125
(Promega)
DTT 1M 0,01M 0,25
RT-AMV (Invitrogen) 15 U/ul 0,042 U/ ul 0,07
RNAse OUT
(Invitrogen) 1 U/ul 0,16 U/ pl 4
Dconl 10 uM 0,4 uM 1
TS1 10 uM 0,4 uM 1
TS2 10 uM 0,4 uM 1
TS3 10 uM 0,4 uM 1
TS4 10 uM 0,4 uM 1
RNA - - 2,0
Volume Final 25

Fonte: A autora.

Além da RT-PCR convencional para DENV, as amostras passaram por uma Duplex RT-
gPCR para deteccdo de ZIKV e CHIKV de acordo com os protocolos descritos em Lanciotti et
al. (2008) e Lanciotti et al. (2007), com modificacbes. Na RT-qPCR o kit utilizado foi o
QuantiNova Probe RT-PCR kit (QIAGEN). Os reagentes desta reacdo estdo descritos no quadro
7, o volume final foi de 15ul. Os primers e sondas estdo descritos no quadro 2, e a reacdo
ocorreu sob as seguintes condigdes: 45°C por 15 min, 95°C por 5 min, seguidos de 45 ciclos de
95°C por 5 seg e 60°C por 45 segundo utilizando o equipamento QuantStudio5 (Applied

Biosystems).
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Todas as amostras foram testadas em duplicatas, com controle negativo da reacéo (todos
0s reagentes exceto o RNA), controle negativo da extracdo (derivado da extragdo de RNA a
partir de agua ultrapura) e positivos (curva de diluicdo) para cada virus. Os resultados foram
analisados no QuantStudio™ Design and Analysis Software v1.5. e as amostras com valores de

Ct (Cycle threshold) < 38,5 nas duplicatas foram consideradas positivas.

Quadro 7- Descricdo dos reagentes utilizados na reacdo de RT-gPCR para Zika e Chikungunya.

Reagente Conc. de uso Conc. final Volume (ul)

H20 - - 1,55
QuantiNova Probe RT-

PCR Master Mix 2X 1x 7.5
ZIKV1163c 100 pM 0,8 uM 0,12
ZIKV1087 100 pM 0,8 uM 0,12

Sonda FAM ZIKV 25 UM 0,2 uM 0,12
CHIKYV 6856 100 uM 0,8 uM 0,12
CHIKV 6981 100 uM 0,8 uM 0,12

Sonda VIC CHIKV 25 UM 0,2 uM 0,12

QuantiNova ROX™ 200 x 1,06x 0,08

QuantiNova RT Mix 100 x 1x 0,15
RNA - - 5
Volume Final 15

Fonte: A autora.

7.8 Extracdo de DNA e Deteccdo de DNA Mitocondrial

Com o objetivo de detectar sangue humano nas amostras, decorrente de uma
alimentacdo recente dos mosquitos, as amostras positivas para presenca de virus foram
submetidas a um protocolo de identificacdo de fonte alimentar para investigar a presenca de
sangue nas amostras A extracdo de DNA foi realizada segundo o protocolo de precipitacdo por
alcool descrito por Ayres et al. (2003), a partir de 30 ul do homogenato inicial dos pools
classificados como ndo alimentados. Para a confirmacdo do estado alimentar das fémeas
constituintes desses pools foi realizada a PCR descrita em Kocher et al. (1989), assim foi
possivel avaliar a presenca ou auséncia de sangue animal, uma vez que os primers utilizados
amplificam um gene presente em uma regido conservada do citocromo b em mais de 100
espécies de animais, incluindo mamiferos, aves, anfibios, peixes e alguns invertebrados. Todas
as reacOes foram realizadas com um controle positivo de sangue humano e um controle negativo

(todos os reagentes exceto 0 DNA). A separacdo dos fragmentos amplificados foi realizada em
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gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo e visualizado em transluminador de luz
U.Vv.

7.9 Calculo da Taxa de Infeccdo Minima (MIR)

Para determinar as taxas de infec¢éo viral nas amostras de mosquitos coletadas foi usado
0 célculo de taxa de infeccdo minima (MIR - Minimum Infection Rate). Esse indice é calculado
dividindo-se o nimero de pools infectados (positivos) pelo nimero total de mosquitos testados,
multiplicado por 1.000 (CHOW et al., 1998).

7.10 Isolamento Viral

As amostras positivas para os virus estudados foram inoculadas em células C6/36
(originarias de mosquitos da espécie A. albopictus). Em placas de 24 pogos (Costar®, Corning
Incorporated, Corning, NY, USA) foi adicionado 1 ml de suspenséo celular contendo 5 x 10°
células/ml e meio de cultura Leibovitz (L-15), suplementado com 5% de soro fetal bovino, 1%
de antifungico (Fungizon) e antibioticos (Penicilina/Streptomicina) para a formacdo da
monocamada de C6/36. Apds 24 horas, 0 meio de cultura (L-15) foi descartado e 500 ul da
seguinte mistura foram adicionados aos pocos. A mistura compreendeu 20 pl do homogenato
do pool de mosquitos positivo por RT-PCR com 480 pl de meio de cultura, filtrado com filtro
de seringa (0,22 um). Apds 1 hora de incubacdo, para adsorcao dos virus, foi adicionado 1 ml
de L-15 suplementado com 2% de soro fetal bovino. Diariamente, durante 4-10 dias pos-
infeccdo (dpi) as placas foram observadas para visualizacdo de efeito citopatico (EC) em
microscopio invertido (Leica Microsystems, Alemanha).

Apos o periodo de 4-10 dias ou de visualizacdo do EC as células foram congeladas a -
80°C, descongeladas e centrifugadas durante 5 min a 2.000 rpm. Os sobrenadantes foram
transferidos para criotubos de 1,8 ml e estocados a -80°C para posterior uso. A partir da segunda
passagem as monocamadas de células foram cultivadas em garrafas de 25 cm? (TPP® Techno
Plastic Products, Suica) e essas passagens foram feitas com controle negativo e positivo do
virus investigado. Durante o processo, todas as passagens também foram submetidas
novamente a deteccdo molecular j& descrita na se¢do 6.5 deste documento e, as amostras que
ndo apresentaram EC ou aumento de titulo viral na RT-gPCR foram inoculadas em novas

passagens de células até a visualizacdo do EC ou amplificacdo por RT-gPCR.
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7.11 Imunofluorescéncia Indireta

Durante o isolamento viral descrito no tépico 7.9, as amostras que apresentaram EC ou
carga viral aumentada na RT-qgPCR foram submetidas a um ensaio de imunofluorescéncia
indireta. No 4° dpi (para o virus CHIKV) e 6° dpi (para DENV e ZIKV) as células foram
removidas das garrafas com o auxilio de cells scrapers e homogeneizadas, entdo uma aliquota
de 10 pl foi aplicada em uma lamina especifica para imunofluorescéncia. Apos a secagem total
da amostra na lamina, a mesma foi fixada com acetona pura durante 30 min a 20 ° C. Foi entédo
adicionado o anticorpo primario (quadro 8) e incubada por 1 hora em camara Umida a 37 °C. A
lamina foi entdo lavada em PBS 1X (dois mergulhos) e em agua destilada (dois mergulhos).
Apos a secagem total foi adicionado o anticorpo secundario (quadro 8) que também foi
incubado por 1 hora em camara Umida a 37 °C. Apos a secagem total, as laminas foram
montadas com o meio de montagem VECTASHIELD® com DAPI (Vector Laboratories,
California) e laminula. As laminas foram visualizadas no microscépio de Fluorescéncia (Leica
Microsystems, Alemanha) utilizando o filtro verde em (FITC) para marcagéo dos virus e o filtro
azul (DAPI) para marcacgéo dos nucleos das células. As imagens foram capturadas pelo software

do microscopio na objetiva de 40x.

Quadro 8- Descricdo dos anticorpos utilizados no ensaio de Imunofluorescéncia.

Virus Anticorpo Primario  Diluicdo  Anticorpo Secundario
DENV?2 Anti-DENV?2 1:1 Anti-mouse
DENV4 Anti-DENV4 1:1 Anti-mouse

ZIKV Anti-4G2 1:1 Anti-mouse
CHIKV Anti-CHIKV 1:50 Anti-mouse

Fonte: A autora.

7.12 Sequenciamento

Com o objetivo de avaliar a origem das cepas virais de ZIKV detectadas nos mosquitos,
as amostras que apresentaram titulo viral satisfatério na amplificacéo inicial (menores valores
de Ct que variaram de 13 até 34,4) foram submetidas a reacdes de sequenciamento de nova
geragdo. Foram utilizados inicialmente 7 ul de RNA para a sintese de cDNA utilizando 1 pl de
primer randémico hexdmero (Invitrogen), seguido por uma incubacdo a 65° C por 5 min. Em

seguida foram adicionados a rea¢do 10 pl do mix de reacdo e 2 pl do mix de enzima do kit
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ProtoScript 11 First Strand cDNA Synthesis (New England BioLabs) e finalmente submetidos
a seguinte condicdo: 25° C por 5 min, 48° C por 15 min, 80° C por 5 min.

Para a preparacdo da biblioteca foi utilizado o kit Nextera XT Library Prep Kit
(Mumina) seguindo as instrugdes do fabricante. Para isto, foram utilizados pools de primers
descritos pelo projeto ZIBRA (FARIA et al., 2016). Apds a amplificacéo, os produtos de PCR
foram quantificados usando um kit Qubit dsDNA HS (Invitrogen, Life Technologies). Para o
sequenciamento, foi utilizado o kit MiSeq Reagent V3 de 150 ciclos.

Adicionalmente, um segundo protocolo de sequenciamento de nova geracdo foi
otimizado ao longo desse projeto. A metodologia de sequenciamento de ZIKV por
enriquecimento com sonda de biotina também foi realizado com a amostra com o0 menor valor
de Ct (1A/2015HA). O protocolo foi desenvolvido pela Illumina seguindo as diretrizes do
fornecedor usando o kit TruSeq® RNA Access. Inicialmente foi realizada a quantificacdo do
RNA usando o kit Qubit RNA HS (Invitrogen, Life Technologies) e determinado o input inicial
de 20 ng de RNA. A estratégia de sequenciamento de pares foi realizada com o uso do kit
MiSeq Reagent Kit V3 (150 ciclos) gerando 2 x 75 pb de reads separadas por aproximadamente
350 pb. Todo o processo de sequenciamento foi realizado no MiSeq (Illumina, San Diego, CA,
EUA) disponivel no Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas (NPT) do IAM.

7.13 Analise Filogenética

A qualidade dos reads foi avaliada com o software FASTQC
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) e as sequéncias de baixa
qualidade foram filtradas com Trimmomatic v 0.36. O genoma de referéncia utilizado foi o
PE243 (KX197192.1) para mapear as sequencias obtidas usando o Bowtie2. As sequéncias
foram alinhadas usando o MAFFT e editadas manualmente usando o AliView. Arvores
filogenéticas de maxima verossimilhanca foram geradas pelo Phyml v3.0.(GUINDON et al.,
2010) usando a substituicdo de nucleotideos GTR + | + G, escolhida como o modelo mais
adequado (LEFORT; LONGUEVILLE; GASCUEL, 2017). A robustez estatistica da topologia
da arvore foi inspecionada usando a LRT (ANISIMOVA; GASCUEL, 2006).
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8 CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo envolveu coletas, realizadas pela equipe de campo do IAM, em
residéncias de pessoas acometidas por arboviroses, sendo assim foi necessario o parecer do
Comité de Etica em Pesquisa (CEP). O comité avaliou e disponibilizou a anuéncia (em anexo)
com o N° do Registro do Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo Etica (CAAE)
51012015.9.0000.5190 e N° do Parecer PlatBr 1.547.598 (Anexo A). A pesquisa ndo envolveu
0 uso de animais de laboratorio, sendo assim, ndo se fez necessaria a aprovagdo da Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA).
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9 RESULTADOS

No periodo de 2015 a 2017 foram realizadas 256 coletas em enderecos de residéncias,
locais publicos, hospitais e UPAS (detalhamento no apéndice A). No total, foram coletadas
6.227 fémeas (1.049 pools), das quais 3.223 foram da espécie A. aegypti (51,75%) distribuidas
em 497 pools, duas de A. albopictus (0,03%) acondicionadas em 1 pool, uma de A.
taeniorhynchus (0,01%) acondicionada em 1 pool, 11 de A. scapularis (0,17%) acondicionadas
em 1 pool, e 2.990 fémeas de C. quinquefasciatus (48,02%) distribuidas em 549 pools. Os
machos obtidos no presente trabalho foram armazenados -80° C, para eventual utilizagdo em
outro projeto cientifico. Apos as reacdes de RT-PCR e RT-gPCR, foram identificados 219 pools
positivos para arbovirus, sendo 69 deles constituidos de fémeas ndo ingurgitadas, com
confirmacdo da auséncia de sangue por PCR. Deste total, 19 pools foram positivos para DENV,
sendol7 para DENV?2, e dois para DENV4 (Figura 15), 194 foram positivos para ZIKV e seis
para CHIKV (Figura 16). Dentre as amostras positivas, nove pools apresentaram infeccao
simultdnea para DENV2 e ZIKV, sendo cinco pools de A. aegypti e quatro de C.
quinquefasciatus. Além desses, um pool de C. quinquefasciatus apresentou infec¢do simultanea
para DENV2 e DENV4. Estes resultados estdo detalhados no quadro 9.

Figura 15- Gel de agarose 1,5% representativo do padrédo de bandas do virus Dengue na RT-PCR.

Fonte: A autora.

Legenda: 1: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen), 2: Controles dos
quatro sorotipos de DENV, 3: Controle positivo da reacdo (DENV1), 4 ao 15: Resultado das
amostras de mosquitos da RMR (2015, 2016 e 2017), 13 e 14: Amostras com dupla infeccdo
(DENV2 e DENV4), 16: Controle negativo, seta vermelha: padrédo de banda positiva para DENV4,
seta azul: padréo de banda positiva para DENV2.
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Figura 16- Grafico da curva de amplificagdo de Zika e Chikungunya na RT-PCR em tempo real.
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Fonte: A autora.

Legenda: A- Controles negativos (ndo amplificacdo); B- Amostra 1349/2017HA (amplificagdo para ZIKV); C-
Amostra 1318/2017HA (amplificacdo para CHIKV); D- Amostral326/2017HA (amplificacdo inespecifica); E-
Controles positivos (amplificagdo das curvas de dilui¢des de CHIKV e ZIKV); F- Juncdo das amplificacOes
visualidades em A, B, C, D e E; VIC- Amplificagdo referente a CHIKV e FAM- Amplificacdo referente a ZIKV.
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Em relacdo aos valores da Taxa de Infeccdo Minima (MIR), houve varia¢do de 18,59
até 1000 para ZIKV durante os anos avaliados, para DENV a MIR variou de 0,68 a 13,77 e para
CHIKYV a MIR encontrada foi de 2,75 em A. aegypti. Todos os valores de MIR estéo detalhados
no quadro 9 de acordo com o virus encontrado por espécie.

Quadro 9- Descricdo das amostras positivas e valores de MIR para cada espécie.

Espécies Ano Pools+ Pools+ DENV MIR ZIKV MIR CHIKV MIR
+ +
Ingurgitados
A. aegypti 2015 42* 33 10 13,77 30 41,32 2 2,75
2016 42* 36 2 191 39 37,32 - -
2017 32 31 1 068 27 1859 4 2,75
A. 2015 1 0 - - 1 1.000** - -
taeniorhynchus
2016 - - - - - - - -
2017 - - - - - - - -
C. 2015 - - - - - - - -
quinquefasciatus
2016  75* 38 6 255 70 29,86 - -
2017 27 12 - - 27 51,42 - -
Total 219* 150 19 194 6

Fonte: A autora.
Nota: *Total de pools positivos com as duplas infec¢bes contabilizadas e ** Taxa de infec¢do referente

a um individuo analisado.

A inoculacdo das amostras positivas em células C6/36 foi realizada com 32 amostras
que apresentaram amplificacdo por RT-PCR ou tiveram os valores de Ct mais baixos na RT-
gPCR. Dessas amostras selecionadas, 19 foram positivas por RT-PCR para DENV, incluindo
as nove que apresentaram dupla infeccéo, sete amostras foram positivas para ZIKV e todas as
seis positivas para CHIKV. Dentre essas amostras, apenas trés (13DE/2015RA, 17F/2015HA e
18/2015HA) apresentaram EC caracteristico de DENV2 (Figura 17), com o aumento de carga
viral confirmado por RT-qPCR. Em relagcdo ao ZIKV, apenas uma amostra (1A/2015HA)
apresentou EC e aumento de carga viral por RT-qgPCR. A imunofluorescéncia foi realizada a

com trés dessas quatro amostras isoladas (Figura 18).
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Figura 17- Painel de fotos da 3% passagem de células C6/36 com DENV isolados de mosquitos no quarto dia pds-

infeccéo.
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Fonte: A autora.

Legenda: Fotos capturadas com a lente objetiva de 20x de aumento. A- Células C6/36 negativas; B-
Células C6/36 inoculadas com a amostra 18/2015HA e C- Células C6/36 inoculadas com o controle
positivo de DENV2.

Figura 18- Painel de fotos do ensaio de imunofluorescéncia para ZIKV isolado de Aedes aegypti em
células C6/36 (22 passagem) no sexto dia pds-infeccao.

--- B

Fonte: A autora.

Legenda: Fotos capturadas com aumento de 400x. A, D e G- Imunofluorescéncia de células C6/36
negativas; B, E e H- Imunofluorescéncia de células C6/36 inoculadas com a amostra 1A/2015HA e C,

F e I- Imunofluorescéncia de células C6/36 inoculadas com o controle positivo de ZIKV.
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Apbs o processamento por RT-gPCR, as amostras positivas para ZIKV que
apresentaram os menores valores de Ct (variaram de 13 até 34,4) foram selecionadas para
sequenciamento de nova geracdo. Sendo assim, foram sequenciadas sete amostras: 1A/2015HA
(coletada no Hospital Getulio Vargas em 26/05/2015), 962/2016RC (coletada em uma
residéncia do bairro de Campo Grande em 28/06/2016), 921/2016LPA (coletada no Espaco
Ciéncia em 13/06/16) , 959/2016RA (coletada em uma residéncia do bairro de Campo Grande
em 28/06/2016), 916/2016RC (coletada no Espaco Ciéncia em 13/06/16), 961/2016RC
(coletada em uma residéncia do bairro de Campo Grande em 28/06/2016) e 1001/2016RC
(coletada em uma residéncia do bairro de Brasilia Teimosa em 06/07/2016) com a metodologia
de amplicons e a amostra 1A/2015HA foi também processada com a metodologia de
sequenciamento com o uso de sondas. A amplitude de cobertura gendémica das oito sequéncias

estdo representadas na figura 19 e detalhadas no quadro 10.

A construcdo da arvore filogenética foi realizada com genomas completos ou parciais
de ZIKV obtidos no presente estudo e outros obtidos em banco de dados de sequéncias (Figura
20). Os genomas de ZIKV obtidos neste estudo estdo agrupados em dois clados bem suportados
(valores de aLRT de 0,90 no clado I e 0,93 no clado II) dentro do clado referente a epidemia
americana de ZIKV (quadrados tracejados na Figura 20). Em uma analise mais detalhada, foi
observado que os dois genomas obtidos do mesmo pool de A. aegypti (amostra 1A/2015HA)
amostrado em maio de 2015, foi agrupado com outros dois genomas de ZIKV do Rio de Janeiro
(KY785455 e KU785480) coletados em abril e marco de 2016. Além disso, 0s seis genomas
restantes agruparam-se com genomas do ZIKV da Paraiba (KX280026) e Ceara (KX811222)
(Figura 21).



Quadro 10- Descricdo das sequéncias do virus Zika obtidas apds Sequenciamento de Nova Geracao a partir de amostras de mosquitos.

Fémeas Reads Largura da Profundidade
ID N° Q@ (espécie)/Pool ) Ct Método _ Reads mapeados
Ingurgitadas (Milhdes) cobertura da cobertura
1A 9 A. aegypti Sim 13 Sonda 7.3 6.7 Milhdes 100% 46.854
962 5 C. quinquefasciatus Né&o 34,4 Amplicon 1.1 61.908 60% 430
921 1 A. aegypti Sim 34,1  Amplicon 1 36.848 52% 256
959 1 A. aegypti Sim 34 Amplicon 0.6 52.079 50% 361
916 3 C. quinguefasciatus Nao 34 Amplicon 2.2 63.601 48% 441
1001 4 C. quinquefasciatus Sim 33,15  Amplicon 0.7 144.061 46% 1.000
961 9 C. quinquefasciatus Sim 33 Amplicon 1.0 41.680 39% 289
1A 9 A. aegypti Sim 13 Amplicon 0.6 83.057 24% 597

Fonte: A autora.
Legenda: 1A- Amostra 1A/2015HA; 962- Amostra 962/2016RC; 921- Amostra 921/2016LPA; 959- Amostra 959/2016RA; 916- Amostra 916/2016RC; 1001-

Amostra 1001/2016RC e 961- Amostra 961/2016RC.



Figura 19- A amplitude de cobertura gendmica das sequencias de Zika.
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Fonte: A autora.

Legenda: Numeros em vermelho - Amostras de A. aegypti e Nameros em azul - Amostras de C. quinquefasciatus.
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Figura 20- Visdo ampla da relacdo filogenética entre os genomas de Zika.

0.02

Fonte: A autora.

Legenda: Ramos vermelhos — Gen6tipos africanos de ZIKV; Ramos verdes — Geno6tipos asiaticos de ZIKV;
Setas vermelhas- Posicionamento dos quatro genomas obtidos neste estudo na espécie A. aegypti; Setas azuis-
Posicionamento dos quatro genomas obtidos neste estudo na espécie C. quinquefasciatus; Quadrados tracejados
- clados I e 11 onde os 8 genomas se agrupam.
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Figura 21- Visédo detalhada da construcdo filogenética de maxima verossimilhanca dos genomas de Zika.

0.004

Fonte: A autora.

Legenda: Genomas em vermelho - Posicionamento dos quatro genomas obtidos neste estudo na espécie A.
aegypti; Genomas em azul- Posicionamento dos quatro genomas obtidos neste estudo na espécie C.
quinquefasciatus; Asteriscos duplos - suporte de ramificacdo aLRT > = 90; Asteriscos simples - suporte de
ramificacdo aLRT > = 80.
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A partir da identificacdo de amostras positivas foi possivel apresentar em mapas
esquematicos do tipo Kernel a distribuicdo dessas amostras para visualizacdo da densidade de
mosquitos infectados na RMR. Assim, foram identificados os pontos quentes que
corresponderam aos locais com maior circulagéo viral para DENV (Figura 22), ZIKV (Figura
23) e CHIKYV (Figura 24). Apos a analise dos pontos quentes foi observado que as areas com
maior numero de mosquitos infectados estavam concentradas no municipio de Recife. Os
bairros que apresentaram os pontos com maior densidade de mosquitos infectados para os trés
virus investigados estdo descritos no quadro 11 para detalhamento de indicadores como: classe

socioecondmica, densidade demografica e nimero de domicilios.

Figura 22- Mapa de densidade de mosquitos infectados com Dengue.
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Figura 23- Mapa de densidade de mosquitos infectados com Zika.
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Figura 24- Mapa de densidade de mosquitos infectados com Chikungunya.
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Quadro 11- Indicadores sociais de bairros do municipio de Recife com circulagdo dos virus Dengue, Zika e Chikungunya identificados
em populagdes de mosquitos no periodo de 2015 a 2017.

Densidade
) Classe _ NUmero de
Virus Bairro _ ) demogréfica o
Socioecondmica Domicilios
(hab./ha)

DENV Ibura Baixa 49,69 15.078
DENV/ZIKV Cordeiro Média Baixa 121,02 12.797
DENV/ZIKV Santo Antbnio Média Baixa 3,53 142
ZIKV/CHIKV Cidade Universitaria Média Baixa 5,05 222

ZIKV Gracas Alta 143,08 7.015

ZIKV Derby Alta 43,85 656

ZIKV Boa Vista Média Alta 84,15 5. 999

ZIKV Sancho Média Baixa 177,46 2.374

ZIKV Tejipio Média Baixa 94,63 2.682

ZIKV Imbiribeira Média Baixa 72,85 14.969

Fonte: IBGE, 2010.
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10 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a circulagdo de trés arbovirus de
importancia médica (DENV, ZIKV e CHIKV) em populacbes de mosquitos. Estes foram
coletados em diferentes municipios da RMR durante um periodo de triplice epidemia no Brasil.
Os nossos achados demonstram que h& circulacio de DENV em A. aegypti e C.
quinquefasciatus, CHIKV em A. aegypti e ZIKV em A. aegypti, A. taeniorhynchus e C.
quinquefasciatus. Assim, este trabalho foi pioneiro na identificacdo de ZIKV em amostras de
C. quinquefasciatus de campo (GUEDES et al., 2017a). A investigacdo de arbovirus em
amostras de campo de A. aegypti ja é realizada hd muito tempo por diferentes grupos de
pesquisa (BARBOSA et al., 2016; GUEDES et al., 2010; MARTINS et al., 2012; MEDEIROS
et al., 2018), uma vez que essa espécie € notadamente reconhecida como vetora de diferentes
arbovirus (CHOUIN-CARNEIRO et al., 2016; GOERTZ et al., 2017; GUBLER, 2011; LI et
al., 2012; POWELL; TABACHNICK, 2013; VEGA-RUA et al.,, 2014). Porém, com a
introducdo de ZIKV em 2014, houve a necessidade de incorporar ao estudo uma maior
diversidade de espécies, com o intuito de compreender o papel de cada uma no ciclo de
transmissdo, uma vez que a identificacdo dos vetores em areas endémicas € essencial para
melhor projetar ac6es eficientes de controle (AYRES, 2016; COSTA-DA-SILVA et al., 2017a).

Em relacdo aos dados de DENV, a presenca de espécimes de A. aegypti naturalmente
infectados, tém sido reportada em todo o territorio nacional (BARBOSA et al., 2016;
FIGUEIREDO et al., 2013; GUEDES et al., 2010; MEDEIROS et al., 2018; SERRA et al.,
2016). Em 2010, um estudo sobre vigilancia entomoldgica realizado no Estado de Pernambuco
ja demonstrava a co-circulacdo de trés dos quatro sorotipos de DENV (DENV1, DENV2 e
DENV3) em populacdes de A. aegypti, antes da notificacdo do sorotipo 4 em humanos
(GUEDES et al., 2010). Resultados semelhantes foram obserados em 2016, ap0s a coleta de A.
aegypti em diferentes localidades da ilha de Fernando de Noronha para monitoramento de
possiveis sorotipos de DENV circulantes. Este trabalho identificou pela primeira vez a
circulacdo de DENV1 naquela localidade (BARBOSA et al., 2016). Esse padrdo de co-
circulacdo de diferentes sorotipos de DENV em populacdes de A. aegypti também foi reportado
em estudos conduzidos nos estados do Amazonas (AM), Rio Grande do Norte (RN) e Mato
Grosso (MT) (FIGUEIREDO et al., 2013; MEDEIROS et al., 2018; SERRA et al., 2016).

A taxa de infecgdo minima (MIR) € usada como um importante indicador para estudar

a circulacdo de virus nas popula¢bes de mosquitos. A comparacdo dos valores de MIR para
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DENV em A. aegypti encontrados no ano de 2015 na RMR séao similares aqueles encontrados
no RN (MIR = 16,2) no periodo de 2011 a 2014, bem como no MT nos anos de 2009 e 2010
(MIR = 15,4) (FIGUEIREDO et al., 2013; MEDEIROS et al., 2018). Esses dados demonstram
que ainda ha a circulagéo de todos os sorotipos de DENV em amostras de A. aegypti no Brasil,
0 que significa que mesmo que haja uma diminui¢do no nimero de casos notificados da doenca,
0 virus continua presente na populacdo de mosquitos e o risco de uma nova epidemia pode ser

iminente.

Além da infeccdo de A. aegypti por DENV, nosso trabalho também identificou a
presenca deste virus em amostras de C. quinquefasciatus. A identificacdo de mosquitos do
género Culex provenientes de campo positivas para DENV pode ser resultado da presenca de
sangue infectado de um individuo virémico nas fémeas ingurgitadas ap0s o repasto sanguineo
(SERRA et al., 2016). Este fendbmeno ja foi descrito em estudos anteriores com mosquitos
provenientes da China (LUO, 1993) e Brasil (Mato Grosso) (SERRA et al., 2016). O isolamento
de DENV a partir de amostras de C. quinquefasciatus de campo ndo é comumente realizado
pelos estudos de vigilancia, uma vez que estudos de competéncia vetorial demonstram que esta
espécie € considerada refrataria ao DENV (VAZEILLE-FALCOZ et al., 1999). Porém, no
estudo de Serra e colaboradores (2016), foi isolado DENV4 em células C6/36 a partir de pools
contendo fémeas ndo alimentadas de C. quinquefasciatus. Embora os estudos sobre
competéncia vetorial mostrem que o virus DENV ndo € capaz de ser transmitido por mosquitos
do género Culex (VAZEILLE-FALCOZ et al., 1999), ou ainda que comparado com A. aegypti
é menor eficiente (LUO, 1993).

As caracteristicas como alta densidade populacional e alto grau de antropofilia dos
mosquitos da espécie C. quinquefasciatus podem expandir a possibilidade da coleta de
espécimes que contenham sangue oriundo do repasto sanguineo em seu organismo. O que pode
aumentar a probabilidade de identificacdo da presenca de arbovirus circulantes na populacao
hospedeira. Desta forma, essas evidéncias demonstram que mosquitos do género Culex podem
ser Uteis em estudos de monitoramento (BRINKMANN; NITSCHE; KOHL, 2016; DIALLO et
al., 2018; SHI et al., 2015).

Além de DENV, CHIKV também foi detectado em amostras de A. aegypti coletadas na
RMR. Na América do Sul, durante 0 monitoramento realizado no Equador na epidemia de
2015 foi detectada a circulacdo de CHIKV em A. aegypti com valores de MIR semelhantes ao
encontrado no presente trabalho (MIR=2,75) (CEVALLOS et al.,, 2018). Essas taxas de

infeccdo encontradas no ano de 2015 na RMR e no Equador, mesmo que menores do que as



71

encontradas em outros estudos (ARAGAO et al., 2018; CIGARROA-TOLEDO et al., 2016;
COSTA-DA-SILVA et al., 2017b), podem ser consideradas altas de acordo com o descrito por
Gu e colaborados (2008), que relatou valores das taxas de infeccdo durante epidemias em locais
com intensa circulacdo viral. Ao contrario do que foi observado no estudo do Equador e na
RMR, as taxas de infeccdo minima para CHIKV foram inferiores as taxas obtidas em estudos
conduzidos em outros estados da regido Nordeste com a mesma espécie. Por exemplo, a MIR
para CHIKV observada em Sergipe foi de 26,31 (COSTA-DA-SILVA et al., 2017b), enquanto
que no Maranhdo a MIR foi de 7,00 (ARAGAO et al., 2018). Em um estudo conduzido no
México em 2016, além da deteccdo de CHIKV com uma MIR de 8,4, o virus também foi isolado
a partir de dois pools de mosquitos da espécie A. aegypti (CIGARROA-TOLEDO et al., 2016),
0 que ndo foi possivel no presente estudo. A ndo deteccdo de CHIKV em pools do ano de 2016
e a impossibilidade do isolamento de CHIKYV a partir das amostras positivas dos anos de 2015
e 2017 na RMR pode ter sido devido a diminuicdo do titulo viral durante o reprocessamento
das amostras. A dificuldade de isolar arbovirus em células C6/36 devido a baixa carga viral ja
foi reportado em estudos com DENV (JARMAN et al., 2011). O que diverge do isolamento
realizado no México que usou amostras recém coletadas (CIGARROA-TOLEDO et al., 2016).
Alguns estudos (ANDRIES et al., 2015; HALL-MENDELIN et al., 2017) descrevem 0s
problemas encontrados durante o processamento de amostras virais, uma vez que essas sejam
acondicionadas de forma incorreta, descongeladas mais de uma vez ou tenham baixa carga

viral.

Com relacdo ao monitoramento de ZIKV nas espécies coletadas na RMR, foi detectada
a presenca de ZIKV em mosquitos das espécies A. aegypti, A. taeniorhynchus e C.
quinquefasciatus. A deteccdo de ZIKV em diferentes espécies de mosquitos corrobora com o
que foi publicado em uma revisao sistematica sobre a diversidade de espécies de mosquitos que
sdo competentes ou ja foram encontradas infectadas naturalmente com ZIKV. No entanto, estes
resultados divergem com relacdo as espécies A. taeniorhynchus e C. quinquefasciatus , que nao
foram considerados vetores de ZIKV e ndo foram reportados como naturalmente infectados
(EPELBOIN et al., 2017). A MIR encontrada em A. taeniorhynchus foi de 1000, entretanto
apenas um individuo dessa espécie foi analisado. No Brasil, a circulacdo de ZIKV em A.
taeniorhynchus foi reportada no Espirito Santo (AYRES et al., 2019) em um estudo sobre
monitoramento de ZIKV em amostras de mosquitos de campo provenientes do estado do
Espirito Santo. De acordo com Eastwood e colaboradores (2013), a espécie A. taeniorhynchus

é um vetor competente para WNV, e na analise de alguns parametros de capacidade vetorial,
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0s autores encontraram um padrao de hematofagia eclético da espécie, porém com preferéncia
alimentar com cerca de 84% para mamiferos (24% de sangue humano). Esse mosquito também
pode ser vetor de diferentes encefalites, como a Encefalite Equina Oriental EEEV (ORTIZ;
WEAVER, 2004).

No que se refere ao A. aegypti, espécie que considerada o principal vetor no Brasil, dois
estudos realizados no Rio de Janeiro (RJ) identificaram a presenca de A. aegypti naturalmente
infectados com ZIKV durante a epidemia com MIR de 6,36 (FERREIRA-DE-BRITO et al.,
2016) € 4,92 (AYLLON et al., 2017). Em outros paises, como no México, a circulacéo de ZIKV
também foi reportada em 2016 com MIR de 31,77 (GUERBOIS et al., 2016) e em 2018 com
MIR de 10,28 (ELIZONDO-QUIROGA et al., 2017). Considerando que os trabalhos citados
foram publicados dentro do mesmo periodo de analise (2015 a 2017), os valores de MIR (18,59
e 41,32) encontrados no presente estudo na RMR foram superiores. Considerando os achados
de ZIKV em C. quinquefasciatus, sdo poucos o0s estudos para efeitos de comparagdo com 0s
dados descritos aqui, uma vez que a investigagdo com mosquitos do género ndo € objeto de
vigilancia entomologica nos programas de controle, e apenas poucos estudos no mundo
reportam a circulacdo do virus em mosquitos, como Diallo e colcaboradores (2014) com C.
perfuscus e Elizondo-Quiroga e colaboradores (2017) com diferentes espécies do género Culex.
Este ltimo, realizado no Meéxico com a coleta no campo de diversas espécies de mosquitos
demonstrou a infeccdo natural por ZIKV com posterior isolamento viral a partir de amostras de
glandulas salivares. Neste trabalho foi detectado ZIKV nas espécies C. quinquefasciatus (MIR
de 34,08), C. coronator (MIR de 29,10) e C. tarsalis (MIR de 180,82), corroborando com o
presente trabalho que detectou ZIKV em C. quinquefasciatus com valor de MIR de 29,86 em
2016 e 51,42 em amostras coletadas em 2017.

A deteccdo da presenca do virus em mosquitos de campo, bem como estudos sobre
competéncia vetorial, densidade populacional e preferéncia alimentar séo critérios utilizados na
compreensdo deteccdo da presenca do virus em mosquitos de campo, quando novos arbovirus
sdo introduzidos em uma determinada regido (AYRES, 2016; SHAW; CATTERUCCIA, 2018).
Quando um surto ou epidemia em area urbana ocorre, as espécies com maior densidade na
regido devem ser investigadas, de forma a avaliar a situacdo epidemioldgica de cada localidade
(AYRES, 2016). Apesar de ZIKV ter sido isolado em 1948 e 1956 apenas em A. africanus
(DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952; WEINBREN; WILLIAMS, 1958), outras espécies de
mosquitos que foram coletadas naquela época foram descartadas, de forma que nenhuma outra

espécie foi testada para a presenca de ZIKV. Apos quase seis décadas, casos de Zika foram
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relatados na Micronésia em 2007 (DUFFY et al., 2009) e na Polinésia Francesa em 2013 (CAO-
LORMEAU et al., 2014), com a implicagdo de A. polinesiensis como vetor primario. Porém,
analises a posteriori demonstram a baixa competéncia a ZIKV de A. polinesiensis provenientes
da Polinésia Francesa. Estes dados sugerem que, apesar de ser a espécie mais abundante naquela
localidade, outra espécie poderia ter participado do ciclo de transmissdao de ZIKV (CAO-
LORMEAU et al., 2014; RICHARD; PAOAAFAITE; CAO-LORMEAU, 2016). No Brasil,
ZIKV foi introduzido em 2014 (ZANLUCA 2016), com uma associacao entre a infeccao pelo
virus e distarbios neuroldgicos em recém-nascidos e adultos (ALBUQUERQUE et al., 2018;
KRAUER et al., 2017). Estudos de competéncia vetorial realizado no pais demonstraram que
mosquitos das espécies A. aegypti e A. albopictus (CHOUIN-CARNEIRO et al., 2016;
COSTA-DA-SILVA et al., 2017a) sd@o competentes na transmissdo do virus. Apesar desses
estudos centrarem a atencdo em mosquitos do género Aedes, outras espécies sdo encontradas
em maior abundancia em areas de transmissao de ZIKV no pais. Em Recife, epicentro da
epidemia de ZIKV (ALBUQUERQUE et al., 2018), mosquitos da espécie C. quinquefasciatus

sdo encontrados na natureza em maior densidade populacional do que A. aegypti.

Desta forma, alguns grupos de pesquisa nos Estados Unidos, Brasil e China realizaram
experimentos de competéncia vetorial para ZIKV utilizando mosquitos do género Culex,
porém, os resultados foram divergentes. A capacidade de transmisséo de ZIKV por populacdes
de C. quinquefasciatus foi evidenciado no Brasil e na Florida (GUEDES et al.,, 2017a;
SMARTT et al., 2018) e um estudo realizado na China demonstrou a competéncia vetorial
utilizando um modelo animal (GUO et al., 2016). Elizondo-Quiroga e colaboradores (2017)
investigaram a presenca desse virus em populacbes de campo de diferentes espécies e
detectaram a presenca de ZIKV na glandula salivar de C. quinquefasciatus capturados na
natureza. Entretanto, alguns trabalhos também realizados no Brasil e nos Estados Unidos
apresentaram resultados que demonstraram a ndo competéncia vetorial da espécie (AMRAQUI
et al., 2016; FERNANDES et al., 2016), discordando em relacdo aos trabalhos citados
anteriormente. A nossa investigacdo corroborou com a hipdtese de que outras espécies, como
o C. guinquefasciatus, estdo envolvidas no ciclo de transmissdo de ZIKV em ambientes

urbanos.

A epidemiologia molecular através do sequenciamento gendmico é de extrema
importancia uma vez que € possivel identificar a origem de virus circulantes, elucidar dinamicas
de transmissdo e correlacionar com os dados epidemioldgicos reportados (FARIA et al., 2017;

GRUBAUGH et al., 2019). No nosso estudo, a partir do sequenciamento viral de nova geragéo
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diretamente de amostras de popula¢fes naturais de mosquitos da RMR foi possivel analisar
genomas provindos do epicentro da epidemia de ZIKV de 2015-2016. A anélise filogenética
dos oito genomas montados mostrou que todos pertencem a linhagem asiatica / americana de
ZIKV, o que foi evidenciado em dois dos cinco principais clados que se diversificaram durante
essas epidemias. A linhagem asiatica/americana de ZIKV foi relatada por Faria e colaboradores
(2016) com evidencia de que a linhagem americana de ZIKV foi introduzida na América tendo
como via de entrada o Brasil. Nesse mesmo estudo foi visto que ZIKV teria sido introduzido
no Brasil em 2013, durante a Copa das Confederacg0es, tal evento incluia jogadores da Polinésia
Francesa (local onde havia circulacdo de ZIKV do gendtipo asiatico) (FARIA et al., 2016). Um
segundo estudo de epidemiologia gendmica de ZIKV, a partir de analises filogenéticas de
dezenas de amostras brasileiras indicou que o virus foi introduzido no nordeste do Brasil para

entdo ocorrer a disseminagédo continental do ZIKV (FARIA et al., 2017).

O estudo de Faria e colaboradores (2017) analisou amostras oriundas de pacientes
acometidos por microcefalia, e essas sequencias divergiram das agrupadas no genotipo asiético.
Entretanto, a linhagem asiatica de ZIKV ja foi caracterizada como mais neurovirulenta do que
a africana (DUGGAL et al., 2017). Esse fator pode ter influenciado para que durante a epidemia
de ZIKV no Brasil as complicacdes clinicas tenham sido mais evidenciadas do que durante as
epidemias africanas. Os genomas obtidos no nosso estudo foram oriundos de localidades na
RMR acometidas por uma alta incidéncia de microcefalia (ALBUQUERQUE et al., 2018).
Também com base na localizacdo geografica das amostras descritas aqui e com as
anteriormente sequenciadas no Brasil (FARIA et al., 2017) é possivel observar a dispersao de
ZIKV em diferentes regides brasileiras. Por exemplo, no clado Il, dois genomas obtidos de um
pool de A. aegypti estdo agrupados com dois genomas de ZIKV oriundos de amostras de
humanos detectadas no Rio de Janeiro. As cidades de Recife e do Rio de Janeiro estdo separadas
por cerca de 2.200 quildmetros de distancia, mas possuem um intenso fluxo populacional e de
transito aéreo. O intenso fluxo populacional e facilidade de deslocamento séo descritos como

um dos fatores responsaveis por dispersdo viral (GRUBAUGH et al., 2019).

A vigilancia de arbovirus em mosquitos deve ser investigada paralelamente a vigilancia
em humanos. Em relacdo ao DENV, no ano de 2015, foram confirmados todos os sorotipos
circulantes no Brasil, assim como no estado de PE. Porém os resultados encontrados em
mosquitos relatados no presente estudo evidenciaram apenas a circulacdo de DENV2 na RMR
(PE). Na populagédo humana, esse sorotipo, representou apenas 0,7% dos casos confirmados e
em PE foi o sorotipo menos incidente (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2016). Em 2016 com
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a mudanca do cenario epidemioldgico (aumento expressivo no numero de casos de
arboviroses), a comparagdo entre virus encontrados em humanos e em mosquitos ficou ainda
mais importante. Em PE, apenas os virus DENV1 e DENV3 foram confirmados em humanos,
enquanto que nos mosquitos foi possivel comprovar a circulagdo de DENV2 e DENV4
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2017). A infeccdo por cada sorotipo difere em relago as
manifestagdes clinicas, 0 que pode levar os doentes a ndo procurarem hospitais, assim como ao
grande nimero de hospedeiros assintomaticos (BALMASEDA et al., 2006; BURKE, 2001). A
discrepancia entre dados de mosquitos e humanos ja foi evidenciada em um estudo realizado
com populacbes de A. aegypti de Cabo Verde (GUEDES et al., 2017b), que mostrou a
circulacdo de DENV2 e DENV4 nas populagdes de mosquitos em amostras de 2014 e 2015.
Entretanto, apenas o sorotipo 3 tinha sido identificado durante um surto de dengue no ano de
2009. Desde entdo, nenhum trabalho de vigilancia com humanos ou mosquitos foi realizado no
pais apos esse surto. Essa evidéncia é uma alerta de uma possivel nova epidemia, uma vez que
a populacdo ndo tem imunidade contra esses outros sorotipos identificados nos mosquitos.
Embora conflitantes esses resultados devem servir de alerta pela possibilidade de ocorréncia
também de casos graves, uma vez que a populacdo de mosquitos na natureza pode realizar o
repasto sanguineo em um hospedeiro recém-imunizado com outros virus ou sorotipos diferentes
(GUZMAN; VAZQUEZ, 2010; VALIANT et al., 2018). O ano de 2017 foi marcado pela
dréstica reducdo no nimero de casos das trés arboviroses em humanos, com a reducao de mais
de 83% no nimero de casos de dengue (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2018a) porém o virus
(DENV?2) continuou em circulagédo na populagéo vetora, o que pode estar relacionado a infec¢éao
residual dos mosquitos na natureza (CARRINGTON; SIMMONS, 2014; NGUYEN et al.,
2013).

Emrelacdo a ZIKV e CHIKV em 2015, os primeiros casos das doencas foram relatados
no Brasil. Apenas na regido nordeste foram notificados 94% dos casos de CHIKV, e destes
casos, em torno de 14% foram do estado de PE (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2017)
corroborando com os resultados do presente estudo que encontrou a presenca de CHIKV em
populacdes de mosquitos. Assim como foram encontradas altas taxas de infec¢cdo por ZIKV em
mosquitos. No ano de 2016, em relacdo a notificacdo de ZIKV em humanos, os altos valores
de MIR corroboram com o cenario da circulagdo viral naquele momento, uma vez que 0s
mosquitos foram coletados no ano de epidemia de ZIKV (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO,
2017), ao contrério do que aconteceu para CHIKV. Em espécimes de mosquitos de campo nédo

foi identificada a circulagdo em mosquitos, apesar da alta incidéncia vista na populacdo humana
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(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2017). O ano de 2017 foi marcado pela dréastica reducdo no
namero de casos das trés arboviroses em humanos, onde a situa¢éo epidémica foi considerada
finalizada e controlada, com a reducdo de mais de 34% no numero de casos de chikungunya e
92% no numero de casos de Zika, em comparacdo com o ano de 2016 (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO, 2018a) Porém, nos mosquitos, os virus ZIKV e CHIKV estavam
circulantes com altos valores de MIR, sendo ZIKV o mais encontrado na populacdo de
mosquitos das espécies A. aegypti e C. quinquefasciatus no ano de 2017.

A investigacdo em populacbes de mosquitos de campo através de busca ativa,
direcionada para locais com circulagéo viral conhecida, foi empregada neste estudo e mostrou
que durante surtos epidémicos na RMR os mosquitos sdo encontrados com altas taxas de
infeccdo. Na Colombia, um estudo realizado durante os anos de 2015 e 2016, utilizou uma
estratégia de busca ativa que foi desenvolvida com intuito de prevenir a disseminagao de ZIKV
e também a introdugéo de arbovirus ndo circulantes na localidade (RODRIGUEZ-MORALES
et al., 2016). Paratal, foram desenhados mapas com pontos quentes na cidade de Tolima, assim,
foi possivel a utilizacdo de estratégias de prevencao em relagédo a viajantes que se deslocavam
para areas endémicas. Nos mapas de densidade de mosquitos infectados desenhados no
presente estudo foi também possivel identificar os pontos quentes para RMR. As regides criticas
identificadas estavam concentradas no municipio de Recife, e 10 bairros deste municipio foram
identificados com a maior densidade de mosquitos infectados. Dentre eles, sete sdo de classe
socioecondmica baixa ou média baixa, o que corrobora com o estudo realizado por De Souza e
colaboradores (2018) , que identificou as areas com condi¢des de vida precarias em Recife
estavam associadas com uma maior prevaléncia de microcefalia comparado aos bairros com
melhores condi¢bes socioecondmicas. A identificacdo dos principais bairros com circulacédo
viral pode também auxiliar as acbes de prevencdo de arboviroses, direcionando o controle
vetorial, uma vez que as regibes com maior indice de pobreza em geral sofrem com uma maior

infestacdo de mosquitos como C. quinguefasciatus.

Além de ter sido realizada durante a epidemia, a vigilancia desempenhada na RMR foi
feita no ano pos epidemia (2017) e 0s nossos resultados demonstraram a importancia desse
monitoramento em periodos com baixa notificacdo de nimero de casos em humanos, o que
pode auxiliar em acGes de prevencgéo de novos surtos de arboviroses (GU et al., 2008; HADLER
et al., 2015). Como ja foi visto em um estudo realizado na Espanha, onde a vigilancia
entomoldgica realizada em torno de viajantes foi eficaz na deteccdo precoce de DENV em

mosquitos e, portanto, pode ajudar a prevenir a transmissdo autoctone (HADLER et al., 2015).
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Paules e colaboradores (2017) realgam também a importancia da vigilancia em relacdo a
arbovirus com ciclos de transmissdo silvestre, como o virus da febre amarela (YFV) que
continuam a ocorrer em regides tropicais endémicas. O mais recente surto de YFV no Brasil
destaca esse fenbmeno. No pais varias espécies sdo competentes para transmissdo do virus e
podem estar relacionadas aos casos silvestres (Haemagogus leucocelaenus e Sabethes
albiprivus) ou urbanos (A. aegypti e A. albopictus) (COUTO-LIMA et al., 2017).

A recente tripla epidemia de DENV, ZIKV e CHIKV no Brasil teve efeito critico no
pais, devido principalemente ao conjunto de fatores relevantes encontrados no pais, como por
exemplo alto grau de urbanizacdo, saneamento basico inadequado, mudangas climaticas e altas
densidades de mosquitos competentes para transmissao de inimeros virus (HUBER et al., 2018;
PAIXAO; TEIXEIRA; RODRIGUES, 2018). Frente a este cenario, as complicacdes clinicas
relacionadas a infecgdes podem ocorrer devido a coinfeccdo por dois ou mais arbovirus
(RUCKERT et al., 2017; VOGELS et al., 2019) o que reforca a necessidade de uma constante
vigilancia entomoldgica, que envolva a deteccdo de virus em mosquitos, ser empregada em
localidades estratégicas envolvendo diferentes espécies de mosquitos. A partir desses dados é
importante salientar que a vigilancia entomoldgica através da busca ativa de diferentes espécies
de mosquitos, pode elucidar surtos, assim como prevenir ou atenuar a disperséo viral local em

futuros surtos.
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11 CONCLUSOES

a)

b)

d)

Durante o periodo que compreende os anos de 2015 a 2017, os arbovirus DENV, ZIKV
e CHIKYV estavam em circulacdo em populagdes de mosquitdes da RMR. Estes dados
demonstram a importancia da vigilancia vetorial continuada, de forma que possa antever

periodos de surtos ou epidémicos;

A taxa de infeccdo por ZIKV em mosquitos foi mais elevada em C. quinquefasciatus
(2017) e A. aegypti (2015). O que sugere o envolvimento de diferentes espécies de
mosquitos no ciclo de transmissdo dos arbovirus, visto que em pools de fémeas ndo

ingurgitadas também se apresentaram positivos;

A maior incidéncia de arbovirus em mosquitos encontrada foi a de ZIKV em C.
quinquefasciatus no ano de 2017, demonstrando que diferentes espécies podem estar
envolvidas no ciclo de transmissdo de ZIKV. DENV, por sua vez, mesmo com 0

constante nimero de casos da doenga, foi evidenciada a menor taxa de infeccéo;

As analises filogéticas identificaram que o genotipo de ZIKV circulante na RMR ¢é de
origem Asidtica, considerado o genotipo mais neurovirulento desse virus. O que pode
estar relacionado as complicac@es clinicas reportadas em PE e em outros estados. Além
disso, os dados obtidos através dos mosquitos demonstram que ZIKV ja se encontravam
circulante na regido, uma vez que as sequéncias obtidas foram agrupadas

filogeneticamente com outras obtidas na Paraiba e Rio de Janeiro;

A maior circulacdo viral, neste estudo, foi verificada em areas urbanas de bairros de
classe média baixa da RMR. O que demonstra a necessidade de a¢des intensificadas de

controle de mosquitos como C. quinquefasciatus nessas areas.
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APENDICE A - TABELA DE DESCRIGAO DAS COLETAS
Tabela 1- Descrigdo das coletas realizadas nos anos de 2015 e 2016 na Regido Metropolitana de Recife.
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(Continua)
2 Ne° de Pools+ Pools+ Pools +
COLETAS ENDERECO TIPO DE IMOVEL BAIRRO CIDADE e e e ey,
AVENIDA GENERAL SAN MARTIN - HOSPITAL GETULIO
1 eI Pyt CORDEIRO RECIFE 404 5 17 ]
AVENIDA CONSELHEIRO ROSA E SILVA - HOSPITAL DOS
2 ESPINHEIRO ) SERVIDORES DO ESTADO ~ EoF INHEIRO RECIFE 63 1 4 -
RUA JOAO FERNANDES VIEIRA - BOA LABORATORIO CENTRAL -
3 PraSy PERNAMBUCO BOA VISTA RECIFE 36 1 ]
4 AVENIDA CAXANGA - 3860 - IPUTINGA HOSP'TI_ﬁ'-CEﬁAO DE IPUTINGA RECIFE 33 1 2 ]
AVENIDA AGAMENON MAGALHAES - HOSPITAL DA
5 N RESTAURACAO DERBY RECIFE 50 1 3 ]
6 AVENIDA RECIFE - 810 - ESTANCIA HOSP'TAARLE?ESAL DE ESTANCIA RECIFE 29 ; 1 ;
, AVENIDA GENERAL MANUEL RABELO - HOSPITAL MEMORIAL DE ENGENHO JABSQST AO ; ) . ]
126 - ENGENHO VELHO JABOATAO VELHO CUARASAPES
8 RUA APRIGIO GUIMARAES - TEJIPIO HOSP'TFAR'EIC%TAASV'O DE TEJIPIO RECIFE 112 ; 1 ;
. PARQUE SAO
9 RUA 1 - 934 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 1 ; ; ;
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
10 RUA 1 - 970 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 1 - - ;
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
11 RUA 1 - 962 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 2 - - ;
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
12 RUA 18 - 60 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 8 - - ;
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
13 RUA 18 - 222 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 1 - - ;
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
14 RUA 18 - 84 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA CAmaae. LOURENGODA 1 ) ) ;

MATA
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(Continuacéo)

. N° de Pools+ Pools+ Pools +
COLETAS ENDERECO TIPO DE IMOVEL BAIRRO CIDADE e e e ey,
. PARQUE SAO
15 RUA 18 - 186 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 1 - - ;
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
16 RUA 18 - 24 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 3 - - -
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
17 RUA 18 - 74 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 1 - - -
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
18 RUA 18 - 108 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 3 - - -
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
19 RUA 18 - 36 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 1 - - -
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
20 RUA 20 - 181 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 1 - - -
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
21 RUA 20 - 45 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 2 - - -
CAPIBARIBE
MATA
- PARQUE >0
22 RUA 20 - 61 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 3 - - -
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
23 RUA 20 - 125 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 1 - - -
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
24 RUA 20 - 144 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 2 - - -
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
25 RUA 20 - 149 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 1 - - -
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
26 RUA 20 - 21 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 1 - - -
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
27 RUA 23 - 53 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA cAmaae. LOURENGODA 1 - - -

MATA
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(Continuacéo)

. N° de Pools+ Pools+ Pools +
COLETAS ENDERECO TIPO DE IMOVEL BAIRRO CIDADE e e e ey,
. PARQUE SAO
28 RUA 23 - 6 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 1 - - ;
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
29 RUA 24 - 22 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 1 - - -
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
30 RUA 24 - 158 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 1 - - ;
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
31 RUA 24 - 141 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 3 - - -
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
2 RUA 24 - 117 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 1 - - -
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
33 RUA 25 - 22 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 1 - - -
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
34 RUA 25 - 158 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 2 - - -
CAPIBARIBE
MATA
- PARQUE >0
35 RUA 25 - 141 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 1 - - -
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
36 RUA 25 - 165 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 1 - - -
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
37 RUA 25 - 117 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 13 - - -
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
38 RUA 25 - 142 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 1 - - -
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
39 RUA 26 - 29 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCODA 6 - - -
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
40 RUA 26 - 41 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA cAmaae. LOURENGODA 1 - - -

MATA
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(Continuacéo)

p Ne de Pools+ Pools+ Pools +
COLETAS ENDERECO TIPO DE IMOVEL BAIRRO CIDADE Fameas  DENV  ZIKV  CHIKY
. PARQUE SAO
40 RUA 26 - 33 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCO DA 1 - - ;
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
42 RUA 26 - 59 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENCO DA 1 - - ;
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
43 RUA 28 - 21 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENGO DA 1 - . -
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
44 RUA 28 - 70 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENGO DA 1 - . -
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
45 RUA 28 - 46 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENGO DA 1 - - -
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
46 RUA 29 - 144 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENGO DA 1 - - -
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
47 RUA 29 - 24 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENGO DA 1 - - -
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
48 RUA 29 - 156 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENGO DA 1 - - -
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
49 RUA 29 - 108 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENGO DA 1 - - -
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
50 RUA 29 - 138 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENGO DA 1 - - -
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
51 RUA 29 - 126 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENGO DA 2 - - -
CAPIBARIBE
MATA
. PARQUE SAO
52 RUA 31 - PARQUE CAPIBARIBE RESIDENCIA LOURENGO DA 2 - - -
CAPIBARIBE
MATA
SAO
RUA TRINTA E OITO - 30 - PARQUE . PARQUE
53 CAPIBARIBE RESIDENCIA CAPIBARIBE  LOURENGO DA 1 - - -

MATA
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(Continuacéo)

. Ne de Pools+ Pools+ Pools +
COLETAS ENDERECO TIPO DE IMOVEL BAIRRO CIDADE Fémeas DENV ZIKV CHIKV
SAO
RUA TRINTA E OITO - 36 - PARQUE o PARQUE
54 CAPIBARIBE RESIDENCIA CAPIBARIBE LOURENCO DA 2 - - -
MATA
SAO
RUA TRINTAE OITO - 60 - PARQUE ~ PARQUE
55 CAPIBARIBE RESIDENCIA CAPIBARIBE LOURENCO DA 2 - - -
MATA
SAO
RUA TRINTA E NOVE - 114 - PARQUE ~ PARQUE
56 CAPIBARIBE RESIDENCIA CAPIBARIBE LOURENCO DA 4 - - -
MAN\TA
SAO
RUA TRINTA E NOVE - 84 - PARQUE o PARQUE
57 CAPIBARIBE RESIDENCIA CAPIBARIBE LOURENCO DA 4 - - -
MA:TA
SAO
RUA TRINTA E NOVE - 144 - PARQUE - PARQUE
58 CAPIBARIBE RESIDENCIA CAPIBARIBE LOURENCO DA 1 - - -
MATA
SAO
RUA TRINTA E NOVE - 69 - PARQUE - PARQUE ) ) i
59 CAPIBARIBE RESIDENCIA CAPIBARIBE LOURENCO DA 2
MATA
SAO
RUA QUARENTA - 131 - PARQUE - PARQUE ) i
60 CAPIBARIBE RESIDENCIA CAPIBARIBE LOURENCO DA 2 1
MATA
SAO
RUA QUARENTA - 60 - PARQUE - PARQUE
61 CAPIBARIBE RESIDENCIA CAPIBARIBE LOURENCO DA 5 1 - -
MA:TA
SAO
RUA QUARENTA - 36 - PARQUE o PARQUE ) ) )
62 CAPIBARIBE RESIDENCIA CAPIBARIBE LOURENCO DA 1
MATA
SAO
RUA QUARENTA E UM - 132 - PARQUE ~ PARQUE
63 CAPIBARIBE RESIDENCIA CAPIBARIBE LOURENCO DA 1 - - -
MAN\TA
SAO
RUA QUARENTA E UM - 156 - PARQUE ~ PARQUE ) ) )
64 CAPIBARIBE RESIDENCIA CAPIBARIBE LOURENCO DA 1
MAN\TA
SAO
RUA QUARENTA E UM - 65 - PARQUE - PARQUE ) ) )
65 CAPIBARIBE RESIDENCIA CAPIBARIBE LOURENCO DA 2
MATA
SAO
RUA QUARENTA E UM - 144 - PARQUE ~ PARQUE
66 CAPIBARIBE RESIDENCIA CAPIBARIBE LOURENCO DA 1 - - -

MATA
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(Continuacéo)

. N°de Pools+ Pools+ Pools+
COLETAS ENDEREGO TIPO DE IMOVEL BAIRRO cibaDE 0 R e ey
SAO
RUA QUARENTA E UM - 71 - PARQUE . PARQUE
67 i RESIDENCIA e LOURENGODA 1 . . .
MATA
SAO
RUA QUARENTA E DOIS - 11 - PARQUE - PARQUE ] ]
68 v RESIDENCIA AR . LOURENGODA 1 1
MATA
SAO
RUA QUARENTA E DOIS - 71 - PARQUE . PARQUE
69 i RESIDENCIA b LOURENGODA 2 . . 1
MATA
SAO
RUA QUARENTA E DOIS- 23 - PARQUE . PARQUE
70 D EARIDE RESIDENCIA crbammE  LOURENGODA 6 : : .
MATA
SAO
RUA QUARENTA E DOIS - 137 - PARQUE - PARQUE ] ] ]
71 i RESIDENCIA b . LOURENGODA 1
MATA
SAO
RUA QUARENTA E DOIS - 107 - PARQUE . PARQUE
72 D EARIBE RESIDENCIA crmpmme  LOURENGODA 1 . . .
MATA
SAO
RUA QUARENTA E DOIS - 160 - PARQUE . PARQUE ) ) ]
73 Ayt RESIDENCIA CAmaRE:  LOURENCODA 2
MATA
SAO
RUA QUARENTA E DOIS - 125 - PARQUE - PARQUE ) ) )
4 CAPIBARIBE RESIDENCIA capiBARiBE  “OURENCODA 2
AVENIDA GENERAL SAN MARTIN - HOSPITAL GETULIO
75 AN DA PAiyel CORDEIRO RECIFE 20 . 3 .
AVENIDA CONSELHEIRO ROSA E SILVA - HOSPITAL DO
76 ESPINHEIRO ) SERVIDORES DO ESTADO =P INHEIRO RECIFE 12 ] > ]
AVENIDA AGAMENON MAGALHAES - HOSPITAL DA
77 ey RESTAURAGAO DERBY RECIFE 12 . 4 .
78 AVENIDA RECIFE - 810 - ESTANCIA HOSPITAL ORAL DE ESTANCIA RECIFE 51 . 1 .
79 RUA APRIGIO GUIMARAES - TEJIPIO HOSPITAL OTAVIO DE TEJIPIO RECIFE 69 1 6 .
80 AVENIDA PROFESSOR MORAES REGO - HOSPITAL DAS CLINICAS CIDADE RECIFE 744 1 21 .

1235 - CIDADE UNIVERSITARIA

UNIVERSITARIA



Tabela 1- Descrigdo das coletas realizadas nos anos de 2015 e 2016 na Regido Metropolitana de Recife.

104

(Continuacéo)

. N°de Pools+ Pools+ Pools+
COLETAS ENDERECO TIPO DE’IMOVEL BAIRRO CIDADE Fameas DENV ZIKV CHIKV
81 AV. NORTE MIGUEL ARRAES DE EAOALTIEIF&I\:\:E)CAADFE CASA RECIFE 4 i i )
ALENCAR - 6465 - CASA AMARELA PROFESSOR BARROS LIMA AMARELA
RUA CONEGO BARATA - 822 - HOSPITAL DE PEDIATRIA
82 TAMARINEIRA HELENA MOURA TAMARINEIRA RECIFE 9 ) ) i
AVENIDA CONSELHEIRO ROSA E SILVA - HOSPITAL ULISSES
83 2130 - TAMARINEIRA PERNAMBUCO TAMARINEIRA RECIFE 20 ) ! )
RUA ARNOBIO MARQUES - 310 - SANTO HOSPITAL OSWALDO
84 AMARO CRUZ SANTO AMARO RECIFE 4 - - -
85 AVENIDA CAXANGA - 3860 - IPUTINGA HOSP'TLﬁ'-CEﬁiAO DE IPUTINGA RECIFE 4 - - -
86 RUA VALE DO ITAJAI - IBURA UPA IBURA IBURA RECIFE 16 - 1 -
JABOATAO
87 R AL MANOEL RABELO - UPA ENGENHO VELHO e e DOS 13 - - .
GUARARAPES
JABOATAO
88 EUA LEONARDO DA VINCI - 68 - CURADO UPA CURADO CURADO lI DOS 26 - 5 -
GUARARAPES
AVENIDA JOAQUIM NABUCO - CIDADE CIDADE
89 TABAJARA UPA OLINDA TABAJARA OLINDA 102 - 3 -
920 RUA MIRABELA - 30 - TORROES UPA TORROES TORROES RECIFE 40 1 -
91 AVENIDA JOAQUIM RIBEIRO - IPUTINGA UPA CAXANGA IPUTINGA RECIFE 19 - 3 -
~ SAO
92 AVENIDA DR. FRANCISCO CORREIA -2009  UPA SAO LOURENCO DA PIXETE LOURENGO DA a i 1 )
- PIXETE MATA
MATA
ESTRADA DO FRIO - 1000 - JARDIM JARDIM
93 PAULISTA UPA JARDIM PAULISTA PAULISTA PAULISTA 86 - 1 -
AVENIDA VERIADOR OTACILIO AZEVEDO NOVA
94 " NOVA DESCOBERTA UPA NOVA DESCOBERTA DESCOBERTA RECIFE 58 - - -
AVENIDA MARECHAL MASCARENHAS DE
95 MORAIS - 4223 - IMBIRIBEIRA UPA IMBIRIBEIRA IMBIRIBEIRA RECIFE~ 97 - 7 -
BARRA DE JABOATAO
96 RUA CRUZ ALTA - BARRA DE JANGADA UPA BARRA DE JANGADA JANGADA DOS 15 - - -
GUARARAPES
97 PARQUE MEMORIAL ARCOVERDE - ESPACO CIENCIA SALGADINHO OLINDA 36 - 5 -

PARQUE 2 - SALGADINHO
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~ DEPARTAMENTO DE
98 RUA DR. JOAO LACERDA - CORDEIRO HOMICIDIOS E PROTECAO CORDEIRO RECIFE 4 - - -
A PESSOA
99 AVENIDA PROFESSOR MORAES REGO - UFPE - DEPARTAMENTO CIDADE RECIFE 68 i 1 )
CIDADE UNIVERSITARIA DE PATOLOGIA UNIVERSITARIA
100 AVENIDA PROFESSOR MORAES REGO - UFPE - DEPARTAMENTO CIDADE RECIFE 75 i 4 )
CIDADE UNIVERSITARIA DE NUTRICAO UNIVERSITARIA
101 AVENIDA PROFESSOR MORAES REGO - UFPE - BIBLIOTECA DO CIDADE RECIFE 1 i 5 )
CIDADE UNIVERSITARIA CCs UNIVERSITARIA
102 RUA ORFEU DO CARNAVAL - SANCHO PRESIDIO FREI DAMIAO SANCHO RECIFE 24 - 2 -
103 AVENIDA PROFESSOR MORAES REGO - UFPE- CENTRAL DE CIDADE RECIFE ”n i 1 )
CIDADE UNIVERSITARIA ~ SEGURANGA UNIVERSITARIA
. A PALACIO DO CAMPO DAS SANTO
104 PRACA DA REPUBLICA - SANTO ANTONIO PRINCESAS ANTONIO RECIFE 151 3 7 -
AVENIDA PROFESSOR MORAES REGO - CIDADE
105 CIDADE UNIVERSITARIA IAM UNIVERSITARIA RECIFE 7 - 1 -
RUA DONA MARIA AUGUSTA NOGUEIRA - . CIDADE
106 519 - BONGI ) SECRETARIA DE SAUDE UNIVERSITARIA RECIFE 1 - - -
AVENIDA SAO PAULO - 125 - JARDIM SAO - JARDIM SAO
107 PAULO RESIDENCIA PAULO_ RECIFE 11 - 1 -
108 RUA ITA - 127B - JARDIM SAO PAULO RESIDENCIA JAF;%'L'}"LSAO RECIFE 1 - - -
109 RUA TUPARETAMA - 75 - ESTANCIA RESIDENCIA ESTANCIA RECIFE 3 - 2 -
110 RUA EPAMINONDAS - 91 - PAISSANDU RESIDENCIA PAISSANDU RECIFE 14 - - -
111 RUA BULANDY - 104 - VARZEA RESIDENCIA VARZEA RECIFE - - -
112 RUA BULANDY - 84 - VARZEA RESIDENCIA VARZEA RECIFE - - -
113 RUA EDUARDO DUBEUX - 22 - VARZEA RESIDENCIA VARZEA RECIFE 17 - - -
114 RUA EDUARDO DUBEUX - 24 - VARZEA RESIDENCIA VARZEA RECIFE 12 - - -
115 RUA AMAZONAS, BLOCO - 116 - IPSEP RESIDENCIA IPSEP RECIFE 2 - - -
116 RUA INACIO LEOPOLDO - 96 - IPUTINGA RESIDENCIA IPUTINGA RECIFE 14 - - -
117 RUA FREI TITO DE ALENCAR LIMA - 14 - RESIDENCIA MACAXEIRA RECIFE 2 - - -

MACAXEIRA
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AV. JOSE AMERICO DE ALMEIDA - 110 - -

118 MACAXEIRA RESIDENCIA MACAXEIRA RECIFE 1 - - -
RUA PROFESSOR LUIZ RODRIGUES DE -

119 MELD - 125 - MACAXEIRA RESIDENCIA MACAXEIRA RECIFE 6 - - -

120 RUA WASSARANDUBA - 144 - APIPUCOS RESIDENCIA APIPUCOS RECIFE 4 - - -
RUA LUMINOSA - 45B - ALTO JOSE - ALTO JOSE

121 BONIFACIO RESIDENCIA BONIFACIO RECIFE 1 - - -

_ . i . ALTO JOSE

122 RUA PICUI - 466A - ALTO JOSE BONIFACIO RESIDENCIA BONIFACIO RECIFE 6 - - -

123 RUA SAO PAULO - 16 - IMBIRIBEIRA RESIDENCIA IMBIRIBEIRA RECIFE 1 - - -
RUA CORONEL ALFREDO DUARTE - 526 - -

124 AFOGADOS RESIDENCIA AFOGADOS RECIFE 6 - - -
RUA SERGIO GODOY DE VASCONCELOS - - JARDIM

125 22 - JARDIM ATLANTICO RESIDENCIA ATLANTICO OLINDA 4 i i )
RUA SERGIO GODOY DE VASCONCELOS - - JARDIM

126 34 - JARDIM ATLANTICO ) RESIDENCIA ATLANTICO OLINDA 4 i i )
RUA PROFESSOR OLIMPIO MAGALHAES - - JARDIM

121 05 - JARDIM ATLANTICO RESIDENCIA ATLANTICO OLINDA 4 i i )

128 FR%A%ASRAO DO CAPIBARIBE - 101 - DOIS RESIDENCIA DOIS IRMAOS RECIFE 1 - - -

129 FR%A%ASRAO DO CAPIBARIBE - 115 - DOIS RESIDENCIA DOIS IRMAOS RECIFE 21 - - -

130 FR%A%ASRAO DO CAPIBARIBE - 81 - DOIS RESIDENCIA DOIS IRMAOS RECIFE 31 - - ;
ESTRADA DO ARRAIAL - 4381 - -

131 TAMARINEIRA RESIDENCIA TAMARINEIRA RECIFE 8 - - -
RUA AMELIOPOLIS - 118 - ALTO DO - ALTO DO

132 MANDU ’ RESIDENCIA MANDU RECIFE 2 - - -
RUA DR. TOME DIAS - 137 - CASA - CASA

133 AMARELA RESIDENCIA AMARELA RECIFE 1 - - -

134 RUA RIACHAO - 26 - VARZEA RESIDENCIA VARZEA RECIFE 1 - - -
RUA PROFESSOR COELHO DE ALMEIDA - -

135 83 - CORDEIRO RESIDENCIA CORDEIRO RECIFE 3 - - -

136 RUA RIO CAPIBARIBE - 55 - CORDEIRO RESIDENCIA CORDEIRO RECIFE 1 - - -

137 RUA SAO PUALO - 20 - CARMELITAS RESIDENCIA CARMELITAS CAMARAGIBE 2 - - -

138 RUA VERTENTE - 35 - IPUTINGA RESIDENCIA IPUTINGA RECIFE 4 - 1 -
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139 RUA SAO MATHEUS - 23 - IPUTINGA RESIDENCIA IPUTINGA RECIFE 9 i i i
RUA CONEGO LUIZ GONZAGA DO MONTE -

140 R e, RESIDENCIA IPUTINGA RECIFE 10 . . .

141 RUA ALTO ALEGRE - 53 - BOA VISTA RESIDENCIA BOA VISTA RECIFE 6 - - .

142 RUA PARAIBA - 205 - JARDIM BRASIL II RESIDENCIA JARDIM BRASIL - oLinDA 22 . . .

143 RUA PEDRO BATISTA - 64 - DOIS UNIDOS RESIDENCIA DOIS UNIDOS RECIFE 44 . . .

144 RUA PEDRO BATISTA - 66A - DOIS UNIDOS RESIDENCIA DOIS UNIDOS RECIFE 2 . . .

145 RUA DURVAL - 08 - VASCO DA GAMA RESIDENCIA VRSSO A RECIFE 3 . - .

146 RO JUHO JOSE DE SOUZA - 178 - AGUA RESIDENCIA AGUA FRIA RECIFE 6 - - .

147 RUA ANITOPOLIS - 658 - AGUA FRIA RESIDENCIA AGUA FRIA RECIFE 13 : : .
RUA ARMANDO SORIANO - 170 - -

148 Aeataiics RESIDENCIA CORDEIRO RECIFE 4 : : .
RUA ARMANDO SORIANO - 165 - -

149 Aetaiies RESIDENCIA CORDEIRO RECIFE 5 . . .
RUA ARMANDO SORIANO - 158 - .

150 Apecakechis RESIDENCIA CORDEIRO RECIFE 2 . . .

151 RUA BOM PASTOR - 1635 - CORDEIRO RESIDENCIA CORDEIRO RECIFE 2 . . .

- NOVA

152 RUA NOVA DESCOBERTA - 99 - RESIDENCIA ESCONERTA RECIFE 3 . . .

153 ?ﬁSJ%RNAL'STA JORGE ABRANTES - 571 RESIDENCIA JIQUIA RECIFE 13 - - -
RUA CAMPO REDONDO - 20 - CAMPINA . CAMPINA DO

154 i RESIDENCIA ARRETO RECIFE 11 . . .
RUA CAMPO REDONDO - 22 - CAMPINA - CAMPINA DO

155 R a0 RESIDENCIA AV, RECIFE 5 . . .
RUA GERINALDO ALVES - 92A - CAMPINA - CAMPINA DO

156 Ao RESIDENCIA AVIa, RECIFE 8 . . .
RUA ITAINOPOLIS - 16 - CAMPINA DO . CAMPINA DO

157 et RESIDENCIA AT RECIFE 51 . . .
RUA BREJO DA MADRE DE DEUS - 64 - .

158 Ao OReld RESIDENCIA AFOGADOS RECIFE 25 . . .

159 RUA BREJO DA MADRE DE DEUS - 80 - RESIDENCIA AFOGADOS RECIFE 50 . . .

AFOGADOS
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RUA BREJO DA MADRE DE DEUS - 100 - -

160 AFOGADOS RESIDENCIA AFOGADOS RECIFE 10 - - -

161 RUA SAO MIGUEL - 1412 - AFOGADOS RESIDENCIA AFOGADOS RECIFE 14 - - -
RUA ALBERTO LUNDGREN - 2469 - - -

162 JORDAO BAIXO ) RESIDENCIA JORDAO BAIXO RECIFE 14 - - -

163 EX&S“BERTO LUNDGREN - 04 - JORDAO RESIDENCIA JORDAO BAIXO RECIFE 3 - - -

. . JABOATAO
164 EXQS(;?ESANTON'O DAS NEVES - 7450 - RESIDENCIA CANDEIAS DOS 11 - - -
GUARARAPES

165 RUA DO ESPINHEIRO - 685 - ESPINHEIRO RESIDENCIA ESPINHEIRO RECIFE 16 - - -
RUA GOVERNADOR LEOPOLDO NEVES - - .

166 939 - VARZEA RESIDENCIA VARZEA RECIFE 30 - - -
RUA GOVERNADOR LEOPOLDO NEVES - - .

167 941 - VARZEA RESIDENCIA VARZEA RECIFE 96 - - -
RUA GOVERNADOR LEOPOLDO NEVES - - .

168 943 - VARZEA RESIDENCIA VARZEA RECIFE 15 - - -
RUA GOVERNADOR LEOPOLDO NEVES - - <

169 1120 - VARZEA RESIDENCIA VARZEA RECIFE 6 - - -
RUA GOVERNADOR LEOPOLDO NEVES - - <

170 2084 - VARZEA RESIDENCIA VARZEA RECIFE 13 - - -
RUA GOVERNADOR LEOPOLDO NEVES - - .

171 938 - VARZEA RESIDENCIA VARZEA RECIFE 4 - - -
RUA GOVERNADOR LEOPOLDO NEVES - - .

172 1120 VARZEA ’ RESIDENCIA VARZEA RECIFE 2 - - -

173 ESI'AAJUL'O JOSE DE SOUZA - 156 - AGUA RESIDENCIA AGUA FRIA RECIFE 9 - - -

174 ESI'AAJUL'O JOSE DE SOUZA - 158 - AGUA RESIDENCIA AGUAFRIA RECIFE 7 - - -
RUA BOMBA DO HEMETERIO - 720 - - BOMBA DO

175 BOMBA DO HEMETERIO RESIDENCIA HEMETERIO RECIFE 5 . . )
RUA BOMBA DO HEMETERIO - 726 - - BOMBA DO

176 BOMBA DO HEMETERIO RESIDENCIA HEMETERIO RECIFE ! ) ) )

177 ESTRADA VELHA DE AGUAFRIA - 1644 - RESIDENCIA AGUA FRIA RECIFE 38 - - -

CASA D - AGUAFRIA
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ESTRADA VELHA DE AGUA FRIA - 1644 - - <

178 CASAC- AGUAFRIA RESIDENCIA AGUAFRIA RECIFE 18 - - .
ESTRADA VELHA DE AGUA FRIA - 1644 - - <

179 CASAB- AGUA FRIA ’ RESIDENCIA AGUAFRIA RECIFE 17 - - .

180 ﬁ'RTlf DO PAIDE ADAG - CASA 1 - AGUA RESIDENCIA AGUAFRIA RECIFE 103 - - .
RUA DA CARRAPETA - 200 - NOVA - NOVA

181 DESCOBERTA ’ RESIDENCIA DESCOBERTA RECIFE 10 - - -
RUA DEPUTADO GOMES DE SA - 06 - - NOVA

182 NOVA DESCOBERTA RESIDENCIA DESCOBERTA RECIFE 3 ) ) i
RUA FRANSCISCO PASOS - 240 - NOVA - NOVA

183 DESCOBERTA RESIDENCIA DESCOBERTA RECIFE 5 ) ) i
RUA PRIMEIRA TRAVESSA MONSENHOR X NOVA

184 TEOBALDO ROCHA - 5802 - NOVA RESIDENCIA DESCOBERTA RECIFE 12 - - -
DESCOBERTA
RUA ARAGUANA - 52 - NOVA - NOVA

185 DESCOBERTA RESIDENCIA DESCOBERTA RECIFE 8 - - -

186 EX&')DTOES TRABALHADORES - 90E - RESIDENCIA CAGOTE RECIFE 8 - - -

187 SX&ETOES TRABALHADORES - 85A - RESIDENCIA CACOTE RECIFE 9 - - -
RUA DOS TRABALHADORES - 100 - -

188 CACOTE RESIDENCIA CACOTE RECIFE 11 - - -

189 RUA XIMBORE - 65 - CACOTE RESIDENCIA CACOTE RECIFE 16 - - -

190 RUA XIMBORE - 65B - CACOTE RESIDENCIA CACOTE RECIFE 3 - - -

191 RUA XIMBORE - 65D - CACOTE RESIDENCIA CACOTE RECIFE - - -

192 RUA AURELIANO QUINTAS - 67 - VARZEA RESIDENCIA VARZEA RECIFE - - -

193 RUA SANTO ANGELA - 11 - SAN MARTIN RESIDENCIA SAN MARTIN RECIFE 2 - - -

194 RUA JOAO LEITE - 668 - MANGUEIRA RESIDENCIA MANGUEIRA RECIFE 23 - - -

195 RUA JOAO LEITE - 676 - MANGUEIRA RESIDENCIA MANGUEIRA RECIFE 3 - - -
AVENIDA MAURICIO DE NASSAU - 88 - -

196 IPUTINGA RESIDENCIA IPUTINGA RECIFE 6 - - -

197 RUA SERIEMA - 34A - CORDEIRO RESIDENCIA CORDEIRO RECIFE 5 - - -

198 RUA SERIEMA - 34B - CORDEIRO RESIDENCIA CORDEIRO RECIFE 4 - - -
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RUA ROQUE PAES BARRETO - 15 - BREJO - BREJO DA

199 DA GUABIRABA RESIDENCIA GUABIRABA RECIFE 2 - - -

200 ggﬁé\/:more MARIO PORTELA - 523 - RESIDENCIA BONGI RECIFE 17 - - -
RUA LAURO DE SOUZA - 221 - CAMPO - CAMPO

201 GRANDE RESIDENCIA GRANDE RECIFE 3 - - -
RUA LAURO DE SOUZA - 30 - CAMPO - CAMPO

202 GRANDE ’ RESIDENCIA GRANDE RECIFE 5 - - -
RUA EXPEDICIONARIO - 146 - CAMPINA - CAMPINA DO

203 DO BARRETO ’ RESIDENCIA BARRETO RECIFE 3 - - -
RUA EXPEDICIONARIO - 23 - CAMPINA DO - CAMPINA DO

204 BARRETO RESIDENCIA BARRETO RECIFE 4 - - -

205 RUA DA BACIA - 219 - AFOGADOS RESIDENCIA AFOGADOS RECIFE 42 - - -

206 RUA DA BACIA - 220 - AFOGADOS RESIDENCIA AFOGADOS RECIFE 5 - - -

207 RUA PARANA D'OESTE - 233D - BEBERIBE RESIDENCIA BEBERIBE RECIFE 16 - - -

208 RUA PARANA D'OESTE - 233 - BEBERIBE RESIDENCIA BEBERIBE RECIFE 9 - - -

209 RUA SANTO AMARO - 44 - LINHA DO TIRO RESIDENCIA LINHA DO TIRO RECIFE 12 - - -

210 RUA SANTO AMARO - 55 - LINHA DO TIRO RESIDENCIA LINHA DO TIRO RECIFE 15 - - -

211 RUA BRANQUINHA - 70 - IPUTINGA RESIDENCIA IPUTINGA RECIFE 11 1 -

212 RUA BRANQUINHA - 15 - IPUTINGA RESIDENCIA IPUTINGA RECIFE 3 - - -
RUA DEMOSTENES DE OLINDA - 95A - -

213 MADALENA RESIDENCIA MADELENA RECIFE 1 - - -

214 RUA DO DESPACHO - 11 - AFOGADOS RESIDENCIA AFOGADOS RECIFE 8 - - -
RUA CONSELHEIRO PORTELA - 644 - -

215 ESPINHEIRO RESIDENCIA ESPINHEIRO RECIFE 2 - - -
RUA ANTONIO CARDOSO DA FONTE - 700 -

216 CIMBIRIBEIRA RESIDENCIA IMBIRIBE’IRA RECIFE 9 - - -

217 RUA MONTE - 270 - ALTO JOSE DO PINHO RESIDENCIA ALTO JOSE DO RECIFE 2 - - .

218 RUA MONTE - 169 - ALTO JOSE DO PINHO RESIDENCIA ALTSI&%%E DO RECIFE 3 ) ) ;

219 RUA JOSEFA GOMES - 68D - AGUA FRIA RESIDENCIA AGUA FRIA RECIFE 26 - 2 -

220 RUA MORAES E SILVA - 248 - ESTANCIA RESIDENCIA ESTANCIA RECIFE 1 - 1 -
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221 RUA MARAJO - 180 - BEBERIBE RESIDENCIA BEBERIBE RECIFE 12 - -

222 RUA ACIOLE - 371 - AGUA FRIA RESIDENCIA AGUA FRIA RECIFE 10 - 1 -
RUA LAURO DE SOUZA - 413 - CAMPO - CAMPO

223 GRANDE RESIDENCIA GRANDE RECIFE 25 - 5 -

224 RUA 48 - 462 - ESPINHEIRO RESIDENCIA ESPINHEIRO RECIFE 1 - 1 -
RUA AZEBIO DE MATOS - 341 - JARDIM - JARDIM SAO

225 SAO PAULO RESIDENCIA PAULO RECIFE 34 - 1 -

226 AVENIDA CAXANGA - 1378 - CAXANGA RESIDENCIA CAXANGA RECIFE 5 - - -

227 RUA RAPOSO TAVARES - 144 - IBURA RESIDENCIA IBURA RECIFE - - -

228 RUA PARAQUE - 283 - BRASILIA TEIMOSA RESIDENCIA ?Eﬁg’gﬁ RECIFE 11 - 2 -

- BREJO DA
229 RUA AVEIRO - 65 - BREJO DA GUABIRABA RESIDENCIA GUABIRABA RECIFE 23 - 1 -
- BREJO DA

230 RUA AVEIRO - 63 - BREJO DA GUABIRABA RESIDENCIA GUABIRABA RECIFE 6 - - -

231 RUA FRANSCISCO BELTRAO - 43 - IBURA RESIDENCIA IBURA RECIFE 25 2 - -

232 RUA FRANSCISCO BELTRAO - 609 - IBURA RESIDENCIA IBURA RECIFE 9 - - -
RUA VISCONDE DE GUARARAPES - 43 - -

233 DOIS UNIDOS RESIDENCIA DOIS UNIDOS RECIFE 7 - 1 -
RUA JOSE DE VASCONCELOS - 83 - -

234 TAMARINEIRA RESIDENCIA TAMARINEIRA RECIFE 7 - 1 -
RUA JOSE DE VASCONCELOS - 103 - -

235 TAMARINEIRA RESIDENCIA TAMARINEIRA RECIFE 1 - - -

236 ggﬁé?AQU'M DASILVA CALDAS - 90 - RESIDENCIA BONGI RECIFE 19 - 2 ;
AVENIDA MARECHAL MASCARENHAS DE

237 MORAIS - 4223 - IMBIRIBEIRA UPA IMBIRIBEIRA IMBIRIBEIRA RECIFE 107 1 3 -
AVENIDA JOAQUIM NABUCO - CIDADE CIDADE

238 TABAJARA UPA OLINDA TABAIARA OLINDA 82 - 7 -

. A PALACIO DO CAMPO DAS SANTO
239 PRACA DA REPUBLICA - SANTO ANTONIO PRINCESAS ANTONIO RECIFE 26 - 2 -
240 ESTRADA DO FRIO - 1000 - JARDIM UPA JARDIM PAULISTA JARDIM PAULISTA 161 - 4 -

PAULISTA

PAULISTA
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AVENIDA CONSELHEIRO ROSA E SILVA - HOSPITAL ULISSES
241 2130 - TAMARINEIRA PERNAMBUCO TAMARINEIRA RECIFE 26 ) 1 )
AVENIDA PROFESSOR MORAES REGO - . CIDADE
242 1235 - CIDADE UNIVERSITARIA HOSPITAL DAS CLINICAS UNIVERSITARIA RECIFE 1406 ) 22 4
243 AVENIDA PROFESSOR MORAES REGO - UFPE - DEPARTAMENTO CIDADE RECIFE 5 i i )
CIDADE UNIVERSITARIA DE PATOLOGIA UNIVERSITARIA
2a4 AVENIDA PROFESSOR MORAES REGO - UFPE - DEPARTAMENTO CIDADE RECIFE 3 i i )
CIDADE UNIVERSITARIA DE NUTRICAO UNIVERSITARIA
245 AVENIDA PROFESSOR MORAES REGO - UFPE - BIBLIOTECA DO CIDADE RECIFE 3 i i )
CIDADE UNIVERSITARIA cecs UNIVERSITARIA
246 RUA APRIGIO GUIMARAES - TEJIPIO HOSPITAL DT AVIO DE TEJIPIO RECIFE 27 - - .
~ SAO
247 AVENIDA DR. FRANCISCO CORREIA - 2009 UPA SAO LOURENCO DA PIXETE LOURENGO DA 20 i 2 )
- PIXETE MATA
MATA
JABOATAO
248 EUALEONARDODA\”NC“68'CURADO UPA CURADO CURADO Il DOS 19 - 1 -
GUARARAPES
RUA DONA MARIA AUGUSTA NOGUEIRA -  SECRETARIA ESTADUAL
249 519 - BONGI DE SAUDE BONGI RECIFE 36 - 3 -
250 RUA VALE DO ITAJAI - IBURA UPA IBURA IBURA RECIFE 8 - -
251 RUA MIRABELA - 30 - TORROES UPA TORROES TORROES RECIFE - 1 -
252 AVENIDA JOAQUIM RIBEIRO - IPUTINGA UPA CAXANGA IPUTINGA RECIFE 4 - 2 -
253 RUA CONDE DEU - 177 - SANTO AMARO RESIDENCIA SANTO AMARO RECIFE 22 - 1 -
RUA DR. TOME DIAS - 137 - CASA - CASA
254 AMARELA RESIDENCIA AMARELA RECIFE 2 - 1 -
255 RUA DO SOSSEGO - 179 - ARRUDA RESIDENCIA ARRUDA RECIFE 4 - 1 -
JABOATAO
256 éﬁgﬂgﬁ;?ENERALMANOELRABELO' RESIDENCIA SUCUPIRA DOS 8 - 1 -
GUARARAPES
TOTAL 6.227 19 194 6

Fonte: A autora.
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