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RESUMO

O estudo sobre os padrdes alimentares dos mosquitos € fundamental para entender seu papel
como vetores de patégenos. A identificacdo das fontes alimentares ndo apenas fornece
informacdes sobre os comportamentos de busca dos mosquitos, mas também tem implicacbes
diretas na epidemiologia de patdgenos transmitidos por esses insetos, como o0s virus da dengue,
Zika e febre amarela. Em ecossistemas como a Mata Atlantica, onde a biodiversidade é rica e
complexa, compreender esses padrdes alimentares se torna ainda mais relevante. Neste
contexto, o presente estudo foi realizado em remanescentes de Mata Atlantica da Reserva
Ecoldgica de Guapiagu (REGUA) e no Sitio Recanto Preservar, ambos localizados no estado
do Rio de Janeiro, Brasil. O objetivo foi identificar as fontes alimentares e detectar a circulacdo
de Flavivirus nos mosquitos presentes nessas areas, contribuindo para um melhor entendimento
das dindmicas ecoldgicas e epidemioldgicas. A utilizacdo de técnicas moleculares, como o
sequenciamento de DNA do citocromo b (Cytb) baseado em Sanger, permite uma identificacdo
precisa das fontes alimentares, fundamental para delinear estratégias de controle e
monitoramento das populacdes de mosquitos. A deteccdo da circulagdo de Flavivirus
transmitidos por culicideos foi realizada através da amplificacdo de fragmentos especificos do
genoma viral. Foi realizado a extragdo do RNA viral, sequida da pesquisa de Flavivirus
utilizando a reacdo de amplificacdo da regido NS5 por transcriptase reversa (RT-PCR). Um
total de 2077 mosquitos foram capturados, dos quais apenas 145 fémeas (6,98%) estavam
ingurgitadas. Com a andalise molecular para pesquisa da fonte alimentar, apenas 55 amostras
(37,93%) apresentaram o seu DNA amplificado. Os resultados obtidos revelaram uma clara
tendéncia das espécies de mosquitos capturadas em se alimentarem predominantemente de
humanos. Essa observacdo ndo apenas sublinha a importancia de compreender as interacfes
entre mosquitos e suas fontes de alimentares, mas também levanta questdes sobre 0s riscos
associados a transmissdo de patdgenos para a saude publica. Outro resultado relevante foi a
identificacdo do virus Tembusu, um Flavivirus encontrado apenas no Sudeste Asiatico,
levantando questBes sobre a sua introducdo no Brasil. Em sintese, o estudo evidencia a
relevancia de investigar as preferéncias alimentares dos mosquitos, contribuindo para um
conhecimento mais aprofundado sobre sua ecologia e epidemiologia, e a importancia de
implementar estratégias de monitoramento de arboviroses, antecipando possiveis surtos. Além
disso, os achados ressaltam a necessidade de aprimoramento continuo das técnicas utilizadas
na identificacdo das fontes alimentares, visando uma melhor compreenséo das interagdes entre
0S mosquitos e 0 meio ambiente. Essa informacgdo é essencial para o desenvolvimento de
politicas e estratégias eficazes de controle de patdgenos transmitidos por vetores.

Palavras-chaves: Mosquitos; Habito alimentar, Arbovirus, Flavivirus, Mata Atlantica
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ABSTRACT

The study of mosquito feeding patterns is essential for understanding their role as vectors of
pathogens. Identifying their food sources provides insights into mosquito foraging behaviors
and directly impacts the epidemiology of mosquito-borne pathogens such as dengue, Zika, and
yellow fever. Understanding these feeding patterns is particularly relevant in ecosystems like
the Atlantic Forest, which is rich in biodiversity and complexity. This study was conducted in
remnants of the Atlantic Forest at the Guapiacu Ecological Reserve (REGUA) and Sitio
Recanto Preservar, both located in the state of Rio de Janeiro, Brazil. The objective was to
identify the food sources of mosquitoes and detect the circulation of Flavivirus in these areas,
contributing to a better understanding of ecological and epidemiological dynamics. Molecular
techniques, such as Sanger-based DNA sequencing of cytochrome b (Cytb), allow for precise
identification of food sources, which is fundamental for designing control and monitoring
strategies for mosquito populations. The detection of Flavivirus circulation transmitted by
culicids was performed through the amplification of specific fragments of the viral genome.
The genetic material was obtained by extracting viral RNA, followed by the detection of
Flavivirus using the NS5 region amplification reaction by reverse transcription polymerase
chain reaction (RT-PCR). A total of 2,077 mosquitoes were captured, of which only 145
females (6.98%) were engorged. Of these, only 55 samples (37.93%) had their DNA
successfully amplified. The results revealed a clear tendency for the captured mosquito species
to feed predominantly on humans. This finding underscores the importance of understanding
the interactions between mosquitoes and their food sources and raises concerns about the
associated risks of pathogen transmission to public health. Another significant result was the
identification of the Tembusu virus, a Flavivirus typically found only in Southeast Asia, raising
questions about its introduction to Brazil. Our study highlights the importance of investigating
mosquito feeding preferences, contributing to a deeper understanding of their ecology and
epidemiology, and emphasizes the need for implementing monitoring strategies for arboviruses
to anticipate potential outbreaks. Additionally, we stress the necessity of continuously
improving techniques to identify food sources to better understand the interactions between
mosquitoes and their environment. This information is crucial for developing effective policies
and strategies to control vector-borne pathogens.

Keywords: Mosquitoes; Feeding habits, Arbovirus, Flavivirus, Atlantic Forest
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1. INTRODUCAO

1.1 A Familia Culicidae

Os culicideos, também conhecidos como mosquitos e pernilongos, pertencem a familia
Culicidae e a ordem Diptera. A familia é subdividida em duas subfamilias: Anophelinae e
Culicinae. A subfamilia Anophelinae envolve trés géneros: Anopheles, Chagasia e Bironella;
e a subfamilia Culicinae contém 110 géneros em 11 tribos, das quais as mais diversas sdo Aedini
e Sabethini (HARBACH; KITCHING, 1998; WILKERSON et al., 2015). Dessa forma, estima-
se a existéncia de aproximadamente 3618 espécies de mosquitos, distribuidas em 113 géneros
(http://mosquito-taxonomic-inventory.info).

Os mosquitos ocorrem em praticamente todos os continentes, com excec¢do da Antartida,
e abrangem diversas regides, como tundra artica, altas montanhas, desertos e florestas tropicais
(FOSTER; WALKER, 2019). No entanto, ¢ a Regido Neotropical que detém o maior nivel de
endemicidade, uma vez que 31% das espécies, sdo restritas a essa regido biogeogréfica
(FOLEY; RUEDA; WILKERSON, 2007). Dada essa larga e persistente distribuicao,
juntamente com o habito hemat6fago e os diversos patdgenos que podem transmitir, como a
Dengue, Chikungunya, Febre Amarela e Malaria, eles sdo caracterizados como insetos de maior
importancia médica e veterinaria para a Satde Publica (FORATTINI, 2002).

Esses insetos sdo holometéabolos e seu ciclo bioldgico envolve as seguintes fases: ovo,
larva, pupa e adulto. As fases imaturas (ovo, larva e pupa) sdo aquaticas e seu desenvolvimento,
desde a oviposicao até a formacédo dos adultos, ocorre em criadouros, classificados em naturais
(ocos de arvores, internddios de bambus, bromélias, banhado permanente e transitorio, pocgas
d’agua) ou artificiais (pneus, garrafas e caixas d’agua) (FORATTINI, 2002). Esses criadouros
podem ser de dois tipos: temporérios, como pocas de chuvas ou aguas de inundacdo; e
permanentes, como riachos, pantanos e lagoas (CHASE; KNIGHT, 2003). Assim, pode-se
assumir que todas as fases imaturas ocupam o mesmo ecotopo (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

A oviposicdo dos mosquitos oscila entre 50 e 500 ovos, na qual a fémea os deposita
obrigatoriamente proximos a agua ou diretamente em sua superficie, variando de acordo com o
género (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). As fémeas da tribo Aedini, por exemplo, costumam
colocar seus ovos individualmente em substratos que posteriormente serdo inundados, enquanto
as subfamilias de Anophelinae e algumas de Culicinae, disseminam seus ovos diretamente
sobre a superficie da agua (FOSTER; WALKER, 2019). A deposi¢do dos ovos pode ser feita

de forma isolada ou aglomerada, sendo que em ambos o0s casos, os locais devem oferecer
1
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protecdo a fémea, visto que ela deverd pousar e permanecer em uma superficie até o fim da
postura. Em relacdo a conformacdo, os ovos podem ser alongados, ovoides, esféricos ou
romboides (FORATTINI, 2002).

A fase larval dos mosquitos apresenta quatro instares (LI-L4), de modo que, enquanto
as larvas de L1 s&o essencialmente filtradoras e se alimentam de microorganismos, as larvas
dos demais estagios sdo predominantemente detritivoras e podem se alimentar tanto de detritos
quanto de insetos mortos presentes na agua, a depender do género (WIEGMANN et al., 2009;
GOUVEIA DE ALMEIDA, 2012). As larvas apresentam vida livre e grande mobilidade, e
quando em condi¢Bes normais, seu periodo de desenvolvimento varia entre 8 e 10 dias
(FORATTINI, 2002). Quanto a morfologia, elas sdo apodas, a cabe¢a possui um par de olhos
compostos por aglomerados de ocelos laterais, abdome semi-cilindrico, auséncia de pernas e
aparelho bucal mastigador-raspador (HARBACH, 2007).

As pupas, quando em condic¢des normais, dura em torno de dois dias, sendo marcada
pela transicdo do meio aquatico para o terrestre e pelas mudancgas internas que procedera um
mosquito adulto, com a eliminacdo de érgdos larvais e a formacdo de novos da fase adulta.
Morfologicamente, as pupas sao apodas, possui o corpo em forma de virgula, com a cabeca e 0
torax fundido formando um cefalotérax e com abdome enrolado abaixo dele, que permite que
flutuem na superficie da dgua. As pupas nao se alimentam e usam para sobreviver, a reserva
energética adquirida durante os estadios larvais. Além disso, acumulam ar no interior do corpo,
evento que antecede a emergéncia do mosquito adulto (HARBACH, 2007; GOUVEIA DE
ALMEIDA, 2012).

As principais funcfes dos espécimes adultos dos mosquitos sdo a reproducdo e a
dispersdo. Assim, apés a saida do revestimento pupal, demora apenas algumas horas para que
os adultos estejam prontos para realizar a cépula, que normalmente ocorre durante o voo.
Diferente das fases imaturas, os adultos séo terrestres e sdo bem reconhecidos, visto que esses
insetos apresentam um par de asas membranosas, um corpo tubular delgado, trés pares de longas
pernas, probdscide longa, escamas na parte dorsal do corpo e aparelho bucal do tipo picador ou
sugador alongado (FORATTINI, 2002). Os machos e as fémeas sdo morfologicamente
diferentes em relacdo as antenas, pecas bucais e genitalias. Enquanto as fémeas possuem
antenas pilosas e estruturas de perfuracdo em sua probdscide, os machos apresentam antenas
plumosas e nenhuma estrutura de perfuracdo em suas pecas bucais. Cabe ressaltar que, as

fémeas geralmente apresentam uma maior envergadura que os machos (HARBACH, 2007).
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1.1.1 Evolucao da Hematofagia dos Culicidae

O metabolismo dos mosquitos requer a ingestdo de acucares como fonte de energia, que
serdo usados para 0 voo e acasalamento. Esses agucares sdo geralmente retirados de seivas,
frutos e flores, caracterizando esses mosquitos como fitéfagos. Os espécimes machos sdo
exclusivamente fitofagos e necessitam de uma frequente ingestdo para sobreviver, tolerando
por até quatro dias apos a eclosdo a privacdo da ingestdo de acucares. As fémeas também os
utilizam durante os primeiros dias, no entanto, em algumas espécies, adquiriram um habito
hemato6fago, passando a se alimentar também de todas as classes de vertebrados, como aves,
répteis, mamiferos, anfibios e até mesmo peixes (GOUAGNA et al., 2014; PEACH; GRIES,
2020).

A origem evolutiva da hematofagia nos artropodes € incerta, porém acredita-se que
tenha surgido de forma independente cerca de 145-60 milhGes de anos atras, no periodo
Jurassico e Cretaceo (BALASHOV, 1984). Nos insetos, é possivel que a hematofagia tenha
evoluido por meio de duas rotas principais: a partir de associa¢fes prolongadas entre 0s insetos
e 0s vertebrados e a partir de linhagens de insetos ancestrais que foram morfologicamente pre-
adaptados para superficies perfuraveis (LEHANE, 2005).

Segundo WAAGE (1979), as associa¢des prolongadas entre os vertebrados e 0s insetos
podem ter acontecido de forma acidental ou atrativa, de modo que 0s insetos eram atraidos até
0s ninhos ou tocas de vertebrados devido ao ambiente imido e quente, assim como a odores
compartilhados entre eles e as plantas, como o CO» Outra possibilidade envolvendo essas
associacfes eram encontros com vertebrados longe de seus ninhos, onde 0s insetos eram
atraidos pelos seus estercos, que eram utilizados como hébitat larval. Dessa forma, com tantas
proximidades, esses eventos podem ter levado insetos ancestrais a se alimentarem de secrec¢oes
corporais e feridas abertas (WAAGE, 1979; GILLIES, 1980; LEHANE, 2005).

A segunda rota da evolucdo da hematofagia pode estar relacionada com insetos
entomofagos ou fitdfagos. A hipotese é que insetos entomofagos eram atraidos aos ninhos ou a
outros habitats devido ao acimulo de insetos presentes que rodeavam os vertebrados. Com isso,
esses insetos que teriam aparelhos bucais perfurantes, poderiam ter feito contatos repetidos e
prolongados com os vertebrados, pre-adaptando a morfologia do aparelho bucal e facilitando a
mudanca para a hematofagia. Da mesma maneira, insetos ancestrais fitofagos que apresentavam
aparelhos bucais perfurantes e sugadores também poderiam dar origem a hematofagia, exigindo

apenas associa¢des com os vertebrados (LEHANE, 2005).



Existe uma escassez de registros fosseis de mosquitos ancestrais, que por sua vez, mitiga
as informagdes sobre 0s processos evolutivos desses insetos. O exemplar mais antigo conhecido
é de uma fémea hematdfaga em ambar de meados do Cretaceo (90-100 milhdes de anos) na
Birmania (BORKENT; GRIMALDI, 2004). Outro espécime exemplar do Cretaceo (72-83
milhdes de anos) é um macho em d&mbar em Alberta, Canada (POINAR et al., 2000). E apesar
da raridade, somente um unico féssil de mosquito fémea ingurgitada de sangue foi encontrado
em Montana, datado do Eoceno Médio (46 milhdes de anos) (GREENWALT et al., 2013).

Nos mosquitos, a entomofagia e a fitofagia também podem ser consideradas como uma
possivel dieta da qual a hematofagia evoluiu. A entomofagia observada em laboratorio, revelou
fémeas de Culex tarsalis Coquillett, 1896 e Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) se alimentando de
larvas de lepiddpteros, e apresentando efeitos no desenvolvimento de seus ovos (HARRIS;
RIORDAN; COOK, 1969). J4 em um ensaio com olfatdmetro, fémeas de Anopheles stephensi
Liston, 1901 foram atraidas por larvas de insetos, provavelmente devido ao CO3 respiratorio
larval (GEORGE et al., 2014).

Os mosquitos fitdfagos ancestrais apresentavam pecas bucais alongadas e sugadoras,
que podem ter surgido primeiro como um meio de alcancar a base dos nectarios florais
(FOSTER, 1995). Evidéncias da radiacdo na diversidade de mosquitos e o aparecimento e a
radiacao das angiospermas (REIDENBACH et al., 2009), em conjunto com fosseis encontrados
de visitacdo floral por mosquitos no Cretaceo Médio (HARTKOPF-FRODER et al., 2012),
sugerem que 0s mosquitos eram antigos polinizadores de angiospermas primitivas. Como o
odor do CO». é compartilhado entre as plantas e os vertebrados, pode ter ocorrido uma
sobreposicao do forrageamento dos mosquitos e contribuido para a mudanca da fitofagia para
hematofagia (PEACH et al., 2019). Dessa forma, a evolugdo alimentar dos mosquitos foi o
resultado de uma série de maltiplas transicdes entre a entomofagia, fitofagia e hematofagia
(PEACH; GRIES, 2020).

Com a alimentacdo sanguinea sendo progressivamente explorada pelos mosquitos,
adaptacdes fisioldgicas e comportamentais diminuiram o risco da digestdo sanguinea e
potencializaram sua ingestdo (LEHANE, 2005), como secre¢des salivares com substancias
anticoagulantes, antiplaquetéarias e vasodilatadoras (RIBEIRO; FRANCISCHETT], 2003), pré-
diurese durante ou apds o repasto sanguineo, para eliminar o excesso de agua do sangue
ingerido, concentrar nutrientes e manter o equilibrio hidrico (BRIEGEL; REZZONICO, 1985),
resfriamento evaporativo, retendo uma gota de fluido no final do abdome para evitar o estresse
térmico durante a alimentagdo (LAHONDERE; LAZZARI, 2012), intestino médio com a
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capacidade de neutralizar ou resistir as respostas imunoldgicas causadas pelo sangue e otimizar

a digestdo dos componentes sanguineos (SIMPSON, 2012), entre outras (Figura 1).

Figura 1. llustracdo do sistema digestdrio de adultos de Aedes aegypti: (DD) diverticulos, (FG)
intestino anterior, (HG) intestino posterior, (MG) intestino médio, (MT) Tabulos de Malpighi,
(Es) esofago, (Pr) proboscide, (SG) glandula salivar e (VD) ventriculo ventral. Fonte: Gusmao
(2007).

Desse modo, ao longo de milhares de anos, todas as diversas adaptacdes que surgiram
permitiram com que as fémeas realizem o repasto sanguineo por até quatro vezes 0 seu peso
corporal (MELGAREJO-COLMENARES; CARDO; VEZZANI, 2022). Cada repasto absorve
cerca de 30pL de sangue do hospedeiro, onde cerca de 20% dos componentes sanguineos é
retido na fémea (proteina, lipideos e acgUcares), 10% vai para os ovos (proteinas e lipideos), e o
restante é excretado como residuo (SCARAFFIA, 2016). Por essa razdo, a hematofagia das
fémeas proporciona uma alta fonte de energia metabolica e uma alta concentracéo de proteinas
para 0 desenvolvimento dos ovérios, reproducdo e a postura dos ovos (MELGAREJO-
COLMENARES; CARDO; VEZZANI, 2022).

Dado a simultaneidade da obtencéo de néctar floral e sangue de animais, é possivel que
uma radiacao adaptativa tenha ocorrido nos mosquitos ancestrais, os induzindo a tomarem duas
rotas evolutivas, uma para a exclusiva dependéncia de agucares e outra para o sangue (FOSTER,
1995). Isso pode ser explicado devido a existéncia de fémeas hematofagas, que podem ser

classificadas como autdgenas ou anautdgenas, variando de acordo com a dependéncia dos
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nutrientes do sangue para a producdo dos ovos. Para as fémeas autdgenas, logo apds a
emergéncia no estagio adulto, a sua primeira oviposi¢ao pode acontecer sem que ela realize o
repasto sanguineo, no entanto, para as posteriores, a refeicdo de sangue serd imprescindivel. J&
as fémeas anautdgenas ndo sdo capazes de realizar nenhuma oviposi¢do sem que aconteca 0
repasto sanguineo antes (TOWNSON, 1993). Da mesma maneira, existem grupos cujas fémeas
adultas ndo desenvolveram a hematofagia, como os Toxorhynchitinae (FORATTINI, 2002).

1.1.2 Associagéo dos Culicidae com os Vertebrados

O ciclo gonotrofico dos mosquitos geralmente envolve trés etapas: 1. a fémea emerge,
procura por um vertebrado e realiza o repasto sanguineo; 2. apds a alimentacao, ela busca por
um local para descansar, digerir o sangue e desenvolver os ovos. Nessa fase, 0 comportamento
pela procura de novos vertebrados pode ser pausado; 3. ela realiza a postura dos ovos e
recomeca a procurar novas fontes alimentares, reiniciando o ciclo (KLOWDEN; BRIEGEL,
1994; DUVALL, 2019). Em média, esse ciclo pode durar entre 2 e 4 dias, e sua duracao é usada
para determinar a taxa de alimentacdo sanguinea do mosquito (DUVALL, 2019).

De acordo com a literatura, existem algumas terminologias quanto ao comportamento
alimentar dos mosquitos. Aqueles considerados generalistas se alimentam de uma alta
diversidade de animais, ocorrendo provavelmente com o primeiro que for encontrado (FIKRIG;
HARRINGTON, 2021). Esse € o caso da espécie Aedes albopictus (Skuse, 1895), na qual as
fémeas se alimentam de uma variedade de mamiferos e aves, como coelhos, veados, pombos e
codornas (SAVAGE et al., 1993). Os mosquitos que apresentam tendéncia em se alimentar de
uma determinada espéecie ou classe de animais sdo considerados especialistas, como por
exemplo a espécie Culiseta melanura (Coquillett, 1902), que possui uma preferéncia de 90%
por hospedeiros aviarios, como o tordo-americano (MOLAEI; ANDREADIS, 2006; WOLFF;
RIFFELL, 2018).

A preferéncia alimentar dos culicideos classifica-se ainda em duas categorias: espécies
zoofilicas e antropofilicas. A primeira diz respeito a espécies que possuem como primeira
escolha animais ndo humanos, e buscam seus alimentos em ambientes silvestres, rurais ou
urbanos, e que, quando fora dos domicilios, sdo chamadas de exofilicas. Em contrapartida, as
especies antropofilicas sdo aquelas que preferem se alimentar dos humanos, e que, ao buscarem
nas residéncias, sdo conhecidas como endofilicas (FIKRIG; HARRINGTON, 2021).

A capacidade de localizar um vertebrado para a realizacdo do repasto sanguineo esta em

constante pressdo seletiva em termos de confiabilidade, gasto energético e discri¢do para evitar
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os predadores, pois é somente a base dessa alimentagdo que a fémea do mosquito conseguira
concluir a postura dos ovos (CARDE; GIBSON, 2010). Esses insetos usam sinais quimicos e
fisicos, como visdo, olfato, calor e umidade para se orientarem em direcdo aos vertebrados
(COUTINHO-ABREU; RIFFELL; AKBARI, 2022) e as etapas comportamentais que
envolvem essa busca sdo ativacao, atracdo de longo alcance mediada por odor, pairar e pousar
(CARDE, 2015).

O didxido de carbono (COy) liberado pela respiracéo dos vertebrados é o sinal quimico
responsavel por desencadear a etapa de ativacdo, tirando os mosquitos do estado de repouso
(HINZE et al., 2021). Ao levantarem voo, os receptores olfativos localizados nas antenas,
palpos maxilares e labelo detectam nuvens de CO. acima dos niveis ambientais, impulsionando
a atracdo em longas distancias e orientando 0 mosquito contra o vento em direcdo a fonte
alimentar (LEAL, 2013; CARDE, 2015).

Ap0s a deteccdo de CO», estimulos visuais entram em acdo agindo de forma constante
e eficaz em qualquer angulo possivel, de forma que auxiliam o olfato na orientagdo até o
vertebrado (VAN BREUGEL et al., 2015). No caso de uma fonte humana, sua visibilidade para
0 mosquito estd a uma distancia entre 5m e 15m, dependendo da iluminacdo
(BIDLINGMAYER; HEM, 1980; VAN BREUGEL et al., 2015). Muitas espécies, como o Ae.
aegypti, sdo atraidas para objetos escuros, mesmo quando na auséncia de estimulacdo de CO-
(KENNEDY, 1940).

Uma vez proximo ao hospedeiro, outros odores se tornam 0s novos atrativos do
mosquito, que conduz uma analise final e decide se ira pousar ou ndo para realizar a alimentacao
(EIRAS; JEPSON, 1991; LACEY; RAY; CARDE, 2014). O CO; por si s6 ndo diferencia os
vertebrados, de forma que odores produzidos por glandulas da pele e presentes no suor, ajudam
a distinguir a fonte alimentar para 0s mosquitos mais especialistas (SMALLEGANGE;
VERHULST; TAKKEN, 2011).

Esses odores estdo presentes em diferentes proporcdes na pele dos vertebrados e
envolvem componentes como o acido lactico (DEKKER et al., 2002), aamonia (GEIER, 1999)
e acidos carboxilicos de cadeia curta (BOSCH; GEIER; BOECKH, 2000). Ao se tratar do
hospedeiro humano, foi visto que a espécie Anopheles gambiae Giles, 1902 prefere o suor
antigo ao suor novo, pois 0s niveis de amdnia, produzidos apos o consumo de acido lactico, sao
mais elevados (BRAKS; TAKKEN, 1999). Além disso, pelo fato dos &cidos carboxilicos de
cadeia curta estarem em grande abundéancia na pele humana, ele torna a amoénia, o acido lactico
e 0 CO, mais atrativos (SMALLEGANGE et al., 2009).



Quando o alvo do mosquito é um animal de sangue quente, a temperatura e a umidade
também se tornam atrativos quando o mosquito esta mais proximo. O mosquito segue um
gradiente crescente de temperatura gerado por correntes de conveccdo, que sdo formadas pela
diferenca entre a temperatura corporal do animal com a temperatura ambiental (CARDE;
GIBSON, 2010). O calor emitido combina com o odor do vertebrado, aumentando
significativamente a atragdo do mosquito (KLINEI; LEMIRE, 1995). Quando a umidade
aumenta, a atragcdo por um objeto aquecido é ainda maior (EIRAS; JEPSON, 1994).

A associacdo desses multiplos sinais do hospedeiro, causam um efeito sinérgico em
relacdo a sua localizagdo, portanto, cada um desses componentes é fundamental para o sucesso
da alimentacdo do mosquito (COUTINHO-ABREU; RIFFELL; AKBARI, 2022). No entanto,
fatores extrinsecos e intrinsecos podem interferir no encontro ou na escolha preferida da fonte
alimentar, desde a fase de ativacéo até o contato com o animal (TAKKEN; VERHULST, 2013).

Séo caracterizados como fatores extrinsecos os fatores ambientais e os fatores
relacionados ao vertebrado e como fatores intrinsecos a genética da fémea, fisiologia da fémea.

a) Fatores Ambientais

A temperatura, precipitacdo, umidade relativa do ar, iluminacdo e o vento sdo 0s
principais fatores abidticos que podem afetar o encontro com o hospedeiro vertebrado
(REITER, 2001). O vento, por exemplo, quando em altas velocidades, apresenta uma severa
influéncia na busca do hospedeiro, reduzindo drasticamente o voo dos mosquitos e dificultando
0 seu encontro. Além disso, podem influenciar as taxas olfativas dos vertebrados, impactando
as taxas de hematofagias (HOFFMANN; MILLER, 2002). Freire et al. (2016) demonstraram
que a combinacdo de todas essas variaveis, quando em condicfes favoraveis (velocidade do
vento inferior a 20 km/h, temperatura ambiente superior a 26°C, grau de insolacdo inferior a
40% e umidade relativa superior a 50%), proporcionaram uma boa atividade da busca e na
alimentacdo do hospedeiro vertebrado (FREIRE et al., 2016). Ja a iluminacdo pode estar
relacionada com o ritmo circadiano desses insetos (MURILLO; ASTAIZA; FAJARDO, 1988).

Por serem insetos poiquilotérmicos, a temperatura dos mosquitos varia de acordo com
a do ambiente, de forma que, a busca pelo vertebrado e a frequéncia do repasto sanguineo
geralmente aumentam quando a temperatura esta mais elevada, pois ela acelera 0 metabolismo
dos mosquitos, aumentando sua atividade, taxa de desenvolvimento larval e reprodutiva
(WALTON; REISEN, 2013). Por fim, estudos apontam que em um ambiente de baixa umidade
e a mercé da desidratacdo, algumas espécies aumentaram sua atividade e repasto sanguineo

(HAGAN et al., 2018). Porém, cada uma dessas variaveis vai influenciar de forma distinta as
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espécies de mosquito, de acordo com o seu habitat e o periodo de atividade (diurno ou noturno)
(BIDLINGMAYER, 1985).

b) Fatores Relacionados ao Vertebrado

A disponibilidade e distribui¢do dos animais no ambiente influenciam quanto tempo os
mosquitos usam procurando pelas fontes para se alimentarem. Uma busca prolongada pode ter
consequéncia na quantidade de energia que 0s mosquitos gastam, em sua capacidade de
sobreviver e na probabilidade de serem capturados por predadores enquanto estdo a procura de
alimento (LYIMO; FERGUSON, 2009). A disponibilidade dos animais pode ser afetada por
suas migracOes sazonais e consequentemente, pode variar a preferéncia alimentar dos
mosquitos nesses periodos. Na América do Norte, por exemplo, Culex nigripalpus Theobald,
1901 e Cx. tarsalis realizam repasto sanguineo em aves na primavera e inicio do verdo, mas
trocam para mamiferos no final do verdo e outono (KILPATRICK et al., 2006).

O contato entre 0 hospedeiro e 0 mosquito € um processo bidirecional, pois para o
mosquito conseguir picar, 0 animal precisa permitir que ele pouse e inicie a picada. Desta
maneira, a defesa do vertebrado também influencia no grau de sucesso da alimentacdo do
mosquito (THONGSRIPONG et al., 2021). Day; Ebert; Edman, (1983) relataram no estudo que
camundongos saudaveis foram picados com menos frequéncia que camundongos infectados
com malaria, provando que o comportamento defensivo dos vertebrados diminui seu padréo de
alimentacéo.

Outros fatores também podem afetar a escolha pelo hospedeiro, como o tamanho
corporal do vertebrado e a qualidade e quantidade do sangue ingerido pelo mosquito. Uma vez
que o animal apresente uma maior massa corporal, maior sera sua exalacao de CO e maior sera
a area para pousar, e consequentemente maior sera a atracdo do mosquito (GILLIES; WILKES,
1972). Contudo, as propriedades fisicas e quimicas do sangue das diferentes espécies de
vertebrados influenciam o sucesso reprodutivo dos mosquitos, de forma que gera uma selecéo
preferencial na escolha da fonte alimentar (LYIMO; FERGUSON, 2009).

c) Genetica da Fémea

A preferéncia alimentar dos culicideos € uma caracteristica inata, de origem genética.
Logo, quando as fémeas emergem, a tendéncia do mosquito de se alimentar de determinados
vertebrados ja esta expressa (TAKKEN; VERHULST, 2013). Estudos sugerem que a base
genética dessa preferéncia pode estar relacionada com inversdes polimorficas especificas,
influenciando a escolha do vertebrado (MAIN et al., 2016). Gillies (1964) em um estudo

pioneiro, investigou experimentalmente o potencial da herdabilidade no comportamento de
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escolha da fonte alimentar em An. gambiae, e demostrou que durante 6-7 geracoes, a espécie
aumentou significativamente a preferéncia por bovinos em relagdo aos humanos (GILLIES,
1964).

d) Fisiologia da Fémea

O estado da fémea pode influenciar sua preferéncia pelo vertebrado, pois seu principal
objetivo é a postura dos ovos. Nesse sentido, as fémeas mais velhas ou em estado reprodutivo
tendem a mudar sua preferéncia e se alimentar de outras fontes (TAKKEN; VERHULST,
2013). Além disso, alguns mosquitos requerem mais de um repasto sanguineo, envolvendo
geralmente diferentes espécies de vertebrados, para que seja viavel realizar a postura dos ovos.
Esse comportamento é conhecido como mdltiplas alimentacBes sanguineas
(THONGSRIPONG et al., 2021). An. gambiae, por exemplo, precisa fazer pelo menos duas
refeicbes para completar seu primeiro ciclo gonotrofico (SCOTT; TAKKEN, 2012). Da mesma
forma, Ae. aegypti e Ae. albopictus exibem graus variados de multiplas refeices (SCOTT et
al., 1993; DELATTE et al., 2010).

1.1.3 Causas e consequéncias da hematofagia

O comportamento seletivo dos mosquitos ocorre entre diferentes espécies, dentro de
populacbes de uma mesma espécie ou dentro de uma populacao especifica. 1sso significa que
diferentes grupos de mosquitos de uma mesma espécie podem apresentar preferéncias distintas
ao selecionar vertebrados para realizar o repasto sanguineo. Este comportamento exerce um
papel crucial na transmissdo de doencas, pois pode influenciar quais animais sdo mais
frequentemente picados, afetando assim a disseminacdo de agentes patogénicos (LYIMO;
FERGUSON, 2009).

Para os patdgenos transmitidos por vetores, o contato vetor-hospedeiro é determinante
para o risco de doenca, onde a picada do vetor é critica para a transmissdo (GAO et al., 2016).
Entre o contato mosquito-humano, durante a fase de sondagem, 0 mosquito procura por vasos
sanguineos para penetrar a pele do hospedeiro. Ao realizar a picada, libera sua saliva contendo
imunomoduladores e anticoagulantes (CHOUMET et al., 2012). Caso 0 mosquito esteja
infectado, é nessa etapa que ocorre a transmissdo do virus presente em sua saliva para o ser
humano (CHAMBERLAIN; SUDIA, 1961). O repasto sanguineo é realizado logo apds a
liberacdo da saliva, ou seja, a transmissdo ja aconteceu (THONGSRIPONG et al., 2021). Mas
em caso do ser humano estar infectado, o patégeno é transmitido pelo seu sangue para 0
mosquito (CARRINGTON; SIMMONS, 2014) (Figura 2).
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a) Sem infecgdo b) Mosquito ests infectado ¢) Humano esta infectado

1. Agente infeccioso é
transferido com a saliva

1. Transferéncia de saliva

1. Transferéncia de saliva

2_Transferéncia de 2. Transferéncia de 2. Agente infeccioso &
sangue sangue transferido com o sangue

Figura 2. Processos que ocorre durante o contato mosquito-humano: 1) picada e liberacdo da
saliva e 2) succdo de sangue. Duas direcOes separadas e distintas para a transmissdo de
patogenos (a). Se 0 mosquito estiver infectado, o patdgeno € transmitido ao humano por meio
da saliva (b). Se o humano estiver infectado, o patdgeno é transferido ao mosquito durante a
ingestdo de sangue (c). Fonte: Thongsripong et al. (2021).

O sangue ingerido € estocado e digerido no intestino médio do mosquito (GAIO et al.,
2011; VEGA-RODRIGUEZ et al., 2014). Nessa fase, 0s patdgenos presentes no sangue
atravessam o epitélio intestinal do intestino médio, se disseminam do intestino médio para 0s
tecidos secundarios, se estabelecendo no organismo do mosquito. Os virus sdo transportados
pela hemocele até as glandulas salivares (para a transmissao horizontal), onde permanecem até
infectarem um novo hospedeiro na préxima picada, e as vezes sao transportados para os tecidos

reprodutivos (para transmissao vertical) (GAIO et al., 2011) (Figura 3).

cibarial
pump

salivary glands

foregut anterior midgut posterior midgut hindgut

Figura 3. Representacdo esquematica da infeccdo bem sucedida por virions nas barreiras
teciduais de um mosquito. Os virions sdo representados por hexagonos azuis. Fonte: Franz
et al. (2015).
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As doencas transmitidas por vetores sdo uma ameaga crescente a populagdo mundial,
onde mais de 700.000 pessoas morrem anualmente devido a elas (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017). Em 2022, 249 milhGes de casos da malaria foram registrados,
causando 608.000 mortes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2023). Foram relatados 5,9
milhdes de casos de dengue em 2019 e estimou-se que cerca de 3 bilhGes de pessoas estavam
em risco de infeccdo (GANGULA et al., 2023). Outros arboviroses como Zika, Chikungunya,
Febre Amarela e Febre do Nilo Ocidental também crescem drasticamente e impactam a salde
publica (WEAVER; REISEN, 2010).

Apesar do estado emergencial sobre as arboviroses, sdo as agdes antropogénicas no
meio ambiente as principais impulsionadores do surgimento e da distribuicdo de diversas
doencas transmitidas por vetores (KEESING et al., 2010). Tais perturbacdes, que incluem
desmatamento e o0 uso do solo para urbanizacao e agricultura, levam a uma cascata de eventos
que intensificam o surgimento dessas doencas, como por exemplo a fragmentacéo florestal.
Ambientes desmatados e fragmentados podem resultar na perda de hospedeiros, predadores e
habitats de mosquitos, afetando sua dindmica populacional, abundancia, oviposicdo e 0s
comportamentos de busca de hospedeiros (ORTIZ et al., 2021). Além de diminuir o habitat
natural disponivel para as espécies selvagens, as mudancas ambientais levam os vetores a
procurar novas fontes de alimentacdo sanguinea e habitats alternativos para reproducao,
promovem o encontro entre a vida selvagem e os humanos e a interacao entre patdgenos, vetores
e populagdes humanas suscetiveis (PATZ et al., 2004).

Diversas espécies de mosquitos que sdo potenciais vetores de multiplos patdgenos que
assolam os seres humanos se beneficiam com o desmatamento, como Anopheles darlingi Root,
1926, Ae. aegypti e Culex quinquefasciatus Say, 1823 (ORTIZ et al., 2021). Além disso,
estudos mostraram que a diversidade de mosquitos atinge o seu pico em habitas florestais
intocados, como florestas antigas, enquanto que a abundancia de mosquitos em areas altamente
perturbadas aumentam significativamente (LOAIZA et al., 2017, 2019). Casos de febre amarela
silvestre no Brasil, por exemplo, aumentaram em areas epizodticas ou de transicdo e foram
associados ao desmatamento e a fragmentacdo florestal em larga escala em ambientes
urbanizados (ILACQUA et al., 2021).

Essas alteracfes ambientais também aumentaram o potencial na transmissdo de maléria
nas Ameéricas, principalmente em comunidades onde An. darlingi esta presente
(MACDONALD; MORDECALI, 2019; SALLUM et al., 2019; LAPORTA et al., 2021). Além

disso, estudos revelaram uma associacgao negativa entre a cobertura vegetal e a dengue, de forma
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que o risco de dengue diminui em 9% com o aumento de 1% na cobertura vegetal (HUSNINA;
CLEMENTS; WANGDI, 2019). Por fim, pesquisas identificaram que regiGes p6s desmatadas
para construcbes e agricultura apresentam um alto e moderado risco de dengue,
respectivamente, em comparacao com areas florestais (NAKHAPAKORN; TRIPATHI, 2005).

1.2 Arbovirus

Arbovirus é o termo utilizado para virus que sdo transmitidos por vetores artropodes,
incluindo os mosquitos, carrapatos e flebotomineos (BECKHAM; TYLER, 2015). Existem
mais de 500 arbovirus distribuidos mundialmente, que sao classificados em diferentes familias
e géneros. A classificacdo ocorre com base em sua morfologia (tamanho, forma, simetria do
capsideo, presenca ou auséncia de um envelope), propriedades fisicas (estruturas do genoma e
antigenos), e propriedades bioldgicas (modo de replicacdo e transmissédo, alcance do hospedeiro
e patogenicidade) (DAVIS; BECKHAM; TYLER, 2008). A maioria dos arbovirus clinicamente
importantes que causam consequéncias a salde dos seres humanos pertencem as familias
Flaviviridae (género Flavivirus), Togaviridae (género Alphavirus) e Bunyaviridae
(principalmente o género Orthobunyavirus) e sdo transmitidos por mosquitos (BLAIR;

ADELMAN; OLSON, 2000) (Tabela 1).

Tabela 1. Arbovirus transmitidos por mosquitos clinicamente importantes que causam doencas
aos seres humanos.

o . Hospedeiro S
Familia Virus Vetor Vertebrado Distribuicdo
Aedes aegypti, Ae. Humanos e primatas Asia, Africae
Dengue - « i
albopictus ndo humanos Américas
Aedes spp., Humanos e primatas Africa Subsariana e
Febre Amarela x o
Haemagogus spp. ndo humanos América do Sul
. Aedes aegypti, Ae. Humanos e primatas Asia, Africae
Zika : ~ L
albopictus ndo humanos Américas
Flaviviridae L
America do Norte e
Febre do Oeste do Nilo Culex spp. Aves Sul, Asia, Europa
Oriental e Oceania
Encefalite de Saint Louis Culex spp. Aves, primatas nao Américas
humanos e marsupiais
Psorophora ferox,

Rocio

Aedes scapularis

Aves

América do Sul

Togovaridae

Chikungunya

Aedes aegypti, Ae.

albopictus

Primatas ndo humanos,
Humanos

Asia, Africa e
Américas

Mayaro

Haemagogus spp.

Aves, humanos e
primatas ndo humanos

América do Sul
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Encefalite Equina Aedes sp., Culex spp. Roedores, aves Américas
Venezuelana
Encefalite Equina Oriental Culex spp. Aves Américas
Encefalite Equina . -
Ocidental Culex spp. Aves, coelhos, equinos Américas
Aedes serratus, Culex H_umanos,Npreguu;as, Ameérica do Sul e
Oropouche : . primatas ndo humanos
quinquefasciatus . Central
- e péssaros
Bunyaviridae
Aedes spp., Culex spp., . .
Febre do Vale do Rift Mansonia spp., Gado, ovelhas, cabras Africa ¢ erente
Médio
Anopheles spp.

Fonte: Adaptada de Gubler (2001).

Sendo isolados pela primeira vez na Africa e na América do Sul, os arbovirus necessitam
de pelo menos dois hospedeiros para a manutencdo do virus, um vertebrado primario e um vetor
artrépode primario. Além disso, eles apresentam uma distribuicdo geografica limitada aos
parametros ecoldgicos que comandam o seu ciclo de transmissdo, como a temperatura,
precipitacdo e padrdes de vegetacdo. Esses fatores influenciam a area de distribuicdo de seus
vetores e dos reservatorios naturais (GUBLER, 2001).

O principal reservatorio natural para os arbovirus sdo espécies de pequenos mamiferos
e passaros, que compartilham a caracteristica de serem capazes de desenvolver e sustentar a
viremia para transmitir de volta aos artropodes quando picados. Para os humanos infectados, o
nivel de viremia raramente é alto o suficiente para transmitir a infec¢do de volta aos mosquitos
ou carrapatos, sendo assim, os seres humanos geralmente ndo estdo envolvidos no ciclo
enzodtico dos arbovirus. Alguns virus como a dengue, Chikungunya, Zika e a encefalite equina
venezuelana sdo excecdes a essa regra, pois podem apresentar um alto titulo de viremia em
humanos (DAVIS; BECKHAM; TYLER, 2008).

Desta maneira, existem dois ciclos de transmissao dos arbovirus: silvestre ou enzootico,
no qual o patogeno é amplificado em hospedeiros vertebrados silvestres ou domesticados, e 0s
humanos podem ser infectados como um hospedeiro sem saida. E ciclo urbano ou epidémico,
onde o0s patdgenos sdo transmitidos entre 0os humanos sem a necessidade de amplificacdo em
animais, sendo considerado uma rota indireta de transmissdo de humano para humano
(MARTINA et al., 2017). As epidemias e epizootias em humanos e animais domésticos,
respectivamente, geralmente s6 ocorrem quando o virus é introduzido no ambiente
peridoméstico, por meio de vetores secundarios para hospedeiros reservatorios secundarios
(GUBLER, 2001).
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A competéncia vetorial (CV) para um arbovirus é afetada por fatores genéticos do
mosquito, como a imunidade inata e barreiras teciduais, que controlam a capacidade do
mosquito de adquirir, manter e transmitir o virus. Como os fatores genéticos podem variar entre
linhagens, populacdes e espécie de mosquito, e somente alguns arbovirus sdo adaptados para
superé-los, é possivel presumir que os arbovirus e 0s mosquitos vetores estdo frequentemente
coevoluindo (FRANZ et al., 2015). Durante o inverno, por exemplo, os mosquitos infectados
gue ndo morrem com o frio ficam dormentes, e tornam-se ativos novamente quando o tempo
fica mais quente, restabelecendo o ciclo de transmissdo (NASCI et al., 2001).

As manifestagOes clinicas das arboviroses nos seres humanos podem variar entre
sindrome hemorragica, sindrome neuroldgica, doenca febril, erupcdes cutaneas e artralgia
(CLETON et al., 2012). No Brasil, os arbovirus apresentam uma ampla distribuicdo geografica
em virtude de o pais estar situado em uma area predominantemente tropical, com regido de
pantano (Pantanal) no centro-oeste, regido de savana (Cerrado) na area do planalto central,
regido seca (Caatinga) no interior do nordeste e extensas florestas na Regido Amazonica e Mata
Atlantica no leste, sudeste e litoral sul do pais. Essas regides apresentam condi¢des ecoldgicas
favoraveis para a presenca e ampliacdo dos arbovirus (LOPES; NOZAWA,; LINHARES, 2014).

Descrevemos abaixo as caracteristicas de alguns arbovirus que tem os seres humanos

como hospedeiros

1.2.1 Familia Flaviviridae

A familia Flaviviridae é dividida em trés géneros, mas apenas o género Flavivirus
apresenta arbovirus clinicamente importantes no mundo, como dengue, febre amarela e Zika.
A maioria dos Flavivirus sdo zoondticos e dependem de vetores e animais ndo humanos para
sua sobrevivéncia, replicacdo e dispersdo, com suas principais rotas de transmissdo sendo
mosquitos e carrapatos (CLETON et al., 2012). Aqueles transmitidos por mosquitos sao
divididos em dois grupos: um compreende virus associados aos Aedes, 0s quais causam
vazamento vascular e doencas hemorrdgicas; e outro compreende virus transmitidos
predominantemente por Culex, que cruzam a barreira hematoencefalica para infectar neurénios
e outas células cerebrais, causando doencas encefalicas (GOULD et al., 2017). Embora os
Flavivirus apresentem preferéncia por células de orgdos especificos, levando o organismo a
uma determinada doenca ou sindrome, eles podem também ser encontrados em outras células,

como células inflamatdrias, mononucleares e dendriticas (GUARNER; HALE, 2019).
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A urbanizacdo, o desmatamento e 0s movimentos populacionais contribuiram para a
expansdo dos Flavivirus em areas anteriormente ndo endémicas. Além disso, as viagens
realizadas para as areas endémicas e o aumento da temperatura global devido as mudancas
climaticas permitiram que alguns Flavivirus como a dengue se expandissem para outros
territorios. Dado a distribuicdo global dos Flavivirus e o impacto que apresentam na salde
publica, conhecer a epidemiologia dos virus é essencial para prevenir e reduzir a propagacao
viral (DAEP; MUNOZ-JORDAN; EUGENIN, 2014).

1.2.1.1 Virus da Dengue (DENV)

Ao que parece, o virus da dengue teve sua origem na Africa Ocidental e pode ter sido
transportado para as Américas por meio de navios negreiros junto com o mosquito africano Ae.
aegypti (HOLMES; TWIDDY, 2003). Sendo descrito pela primeira vez no Japdo em 1943 e no
Havai em 1945, a dengue era originalmente um virus de primatas ndo humanos. Atualmente,
ela apresenta quatro sorotipos (DENV1-DENV4), que provavelmente evoluiram de origens
silvestres de forma independente ao longo de 1000 anos (BRAACK et al., 2018).

Ao atingir regides predominantemente tropicais (Américas, Africa, Asia, Oceania e
Australia), a DENV se adaptou aos seres humanos e ao ambiente doméstico, de forma que o
ciclo silvestre ndo é mais necessario para a sua manutencdo, sendo os seres humanos e
mosquitos o suficiente para a transmissdo do virus. O principal vetor Ae. aegypti, mas Ae.
albopictus e Aedes polynesiensis Marks, 1951 sdo incluidos como vetores secundarios (LOPES;
NOZAWA,; LINHARES, 2014). No Brasil, possiveis surtos da DENV podem ter ocorrido em
1846, no estado do Rio de Janeiro. No século XIX, ocorreram surtos no nordeste, sudeste e sul
do pais. Durante a década de 1980, o virus foi reintroduzido no Brasil e desde entdo surtos de
todos os sorotipos tem ocorrido (FIGUEIREDO, 2000).

1.2.1.2 Febre Amarela (YFV)

Assim como o virus da dengue, a febre amarela se originou na Africa e se espalhou pelo
Novo Mundo por meio do tréafico de escravizados entre o século XV ao inicio do século XX.
Apos chegar nas Américas, o YFV iniciou um ciclo silvestre envolvendo primatas ndo humanos
e mosquitos Haemagogus janthinomys Dyar, 1921 e Haemagogus leucocelaenus (Dyar &
Shannon, 1924). No ciclo urbano, o vetor da doenca € a espécie Ae. aegypti. Estudos

epidemioldgicos moleculares indicaram que a linhagem ancestral do virus se originou na Africa
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entre 2000 a 4000 anos atras, e se diversificou do virus sul-americano h& aproximadamente
200-400 anos (GOULD et al., 2017).

No Brasil, os surtos sdo descritos desde o século XVII. Uma epidemia comegou em
Salvador em 1849 e chegou no Rio de Janeiro com marinheiros doentes. Entre 1850 e 1902, no
Rio de Janeiro, ocorreram em média 58000 mortes causadas por febre amarela. Em 1928 a YFV
reapareceu no Rio de Janeiro e em 1937 foi desenvolvida e testada a primeira vacina
(FIGUEIREDO, 2000).

1.2.1.3 Virus Zika (ZIKV)

O virus Zika, assim como o DENV e o YFV, é originario da Africa, e foi descrito pela
primeira vez a partir de um macaco Rhesus na Floresta Zika, em Uganda em 1947, tendo como
vetor o Aedes africanus (Theobald, 1901) (DICK, 1952). A partir da Africa Oriental, 0 virus se
espalhou para a Africa Ocidental e Asia, onde permaneceu endémico por décadas, até que a
linhagem asiatica causou uma epidemia na Ilha Yap, na Micronésia, em 2007 (HADDOW et
al., 2012). A partir dai, o ZIKV se espalhou para a Polinésia Francesa no final de 2013
(JOUANNIC et al., 2016), se propagando para diversas ilhas do Pacifico entre 2014 e 2016
(PETERSEN et al., 2016) e chegando no Brasil no inicio de 2015 (ZINSZER et al., 2017).

Na Africa, o virus foi mantido em um ciclo silvestre envolvendo primatas ndo humanos
e mosquitos Aedes, com humanos como hospedeiros acidentais. Entretanto, em diversos lugares
ndo ha mais a existéncia do ciclo silvestre, de forma que a transmissdo ocorre em um ciclo
urbano envolvendo humano-mosquito-humano, com Ae. aegypti e Ae. albopictus como vetores
priméarios. As infeccOes de Zika foram associadas a sindrome de Guillain-Barré, e a

microcefalias em bebés quando as mulheres gravidas sdo infectadas (PETERSEN et al., 2016).

1.2.2 Familia Togovaridae

O género Alphavirus, um grupo de virus que pertencem a familia Togaviridae,
apresentam uma ampla distribuicdo ao redor do mundo, sugerindo uma origem em ambientes
aquaticos. Acredita-se que esses virus tenham emergido em habitats aquaticos ancestrais,
possivelmente em zonas costeiras ou estuarios, onde interacdes entre mosquitos e vertebrados
eram comuns. A dissemina¢do dos Alphavirus provavelmente ocorreu quando esses Vvirus
passaram a infectar mosquitos, que entdo migraram para diferentes regides, incluindo o Novo
Mundo (Américas) e o Velho Mundo (Europa, Asia e Africa). Essa transicdo dos oceanos para
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ambientes terrestres permitiu que os Alphavirus invadissem uma variedade de hospedeiros
terrestres, incluindo mamiferos e aves. Os mosquitos, especialmente dos géneros Aedes, Culex
e Anopheles, desempenham um papel crucial na transmissdo desses virus para humanos e outros
animais, tornando-se vetores de importancia médica. O controle dessas populacdes de
mosquitos é essencial para prevenir surtos de doencas associadas aos Alphavirus, como a febre
de Ross River e a encefalite equina. Assim, a compreensdo da ecologia e da evolucdo dos
Alphavirus é fundamental para o desenvolvimento de estratégias eficazes de controle e
prevencdo (FORRESTER et al., 2012).

1.2.2.1 Virus Chikungunya (CHIKV)

A Chikungunya se originou na Africa Oriental, com o primeiro caso diagnosticado com
precisdo pela primeira vez na Tanzania, em 1952. Em 1953 ocorreram surtos na Africa e no
Sudeste Asiatico. Em 2005, linhagens do virus se espalharam para ilhas do Oceano indico e em
2006 ocorreu uma epidemia na india. Até 2013, o virus ndo era reconhecido nas Américas, até
que ocorreram relatos de infeccdo no Caribe. Em 2014, se espalhou por 43 paises americanos,
incluindo o Brasil, com o primeiro caso sendo relatado no Amapa (WEAVER; FORRESTER,
2015).

O ciclo silvestre envolve mosquitos do género Aedes arbéreos, como o Ae. africanus,
entre primatas ndo humanos com transmissdo ocasional nos humanos, e o ciclo urbano é

transmitido por mosquitos Ae. aegypti e Ae. albopictus (CHEN et al., 2016).

1.2.2.2 Virus Mayaro (MAYYV)

O principal vetor do virus Mayaro sdo 0s mosquitos do género Haemagogus, que
habitam as florestas, com mamiferos sendo os hospedeiros priméarios. No entanto, Ae. aegypti
e aves podem ser considerados vetores e hospedeiros secundarios. Os seres humanos sdo
infectados de forma acidental ao adentrar nas florestas tropicais imidas. O virus foi identificado
pela primeira vez em Trinidad, em 1954 e posteriormente foram relatados diversos casos em
paises da América do Sul, como Peru, Bolivia e Venezuela. No Brasil, foi encontrado pela
primeira vez na area do Rio Guam4, do Estado do Pard, e posteriormente na cidade de Manaus
(FIGUEIREDO, 2007).
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1.2.3 Familia Bunyaviridae

A familia Bunyaviridae é composta por cinco géneros, mas a maioria dos virus
transmitidos por mosquitos de importancia médica ocorre dentro do género Orthobunyavirus,
com excecdo do virus da febre do Vale do Rift, que ocorre no género Phlebovirus. Mosquitos
Culex sdo os principais vetores, seguido por Aedes e por fim Anopheles em menor extensdo
(HORNE; VANLANDINGHAM, 2014).

1.2.3.1 Virus Oropouche (OROV)

O virus Oropouche faz parte do género Orthobunyavirus e é restrito as areas tropicais
da Ameérica Central e América do Sul, apresentando trés sorotipos (I-111). No ciclo silvestre, 0
virus é transmitido pelos mosquitos Aedes serratus (Theobald, 1901) e Cx. quinquefasciatus, e
apresenta como reservatorio preguicas, marsupiais, primatas e aves. O ciclo urbano envolve o
homem e o mosquito Culicoides paraensis (Goeldi, 1905), como principal vetor (MOURAO et
al., 2009).

O OROV foi isolado pela primeira vez em 1950, em Trinidad, e no Brasi foi relatado
no Estado do Para em 1980. Posteriormente, de 1980 a 2004 o virus se espalhou para o norte
do pais, envolvendo Amazonas, Amapa, Acre, Ronddnia e Tocantins; e a regido do nordeste,
no Maranhdo (NUNES et al., 2005).

1.2.3.2 Virus da Febre do Vale do Rift (RVFV)

O virus da febre do vale do Rift pertence ao género Phlebovirus, e foi descrito pela
primeira vez no Quénia, em 1931. Sendo transmitido por mosquitos dos géneros Aedes, Culex,
Anopheles, Mansonia e Eretmapodites, a circulacio do virus atualmente é restrita & Africa e ao
Oriente Médio. O ciclo silvestre envolve ovelhas, cabras e gado, e 0s humanos sdo infectados
durante os surtos em animais por meio de aerossol ou contato com os animais infectados
(FLICK; BOULOY, 2005).

1.3 Identificagéo da Fonte Alimentar

A heterogeneidade de hospedeiros vertebrados pode ter um maior efeito na transmissao
de patdgenos por vetores, visto que muitos hospedeiros podem ser capazes de transmitir
somente um patégeno (MARM KILPATRICK et al., 2006). No entanto, de acordo com a
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diversidade de animais, é possivel que alguns patdégenos se adaptem a hospedeiros especificos
(KENNEY; BRAULT, 2014). Esse conjunto de fatores demonstra a complexidade e a
importancia de identificar as espécies de animais que sao hospedeiros reservatérios de diversas
patologias (HAYDON et al., 2002).

A identificacdo da fonte alimentar dos mosquitos permite investigar seus padroes de
alimentacdo e preferéncias de animais, ajudando na compreensdo sobre sua histéria de vida,
além dos fatores que podem interferir na busca e escolha do vertebrado e na influéncia que esses
habitos possuem em sua sobrevivéncia e no sucesso reprodutivo (LYIMO; FERGUSON, 2009;
TAKKEN; VERHULST, 2013).

De acordo com Borland and Kading (2021), é estimado que cerca de 25% das epidemias
que afetaram os humanos no seculo XX tenham sido causadas devido a dispersdo promovida
por vetores artropodes hematofagos, demonstrando a importancia de estudos para a vigilancia
epidemioldgica e ecoldgica de vetores (BORLAND; KADING, 2021). Ou seja, conhecer o
habito alimentar de mosquitos hematdfagos é essencial para determinar seu papel como vetor
na manutencdo e transmissdo de patdgenos entre os vertebrados (FARAJI et al., 2014), assim
como obter uma melhor compreensdo de suas interacdes e seu processo co-evolutivo (KENT,
2009).

Os métodos de identificacdo de repasto sanguineo realizado por artropodes ingurgitados
evoluiram ao longo dos anos (BORLAND; KADING, 2021). Os primeiros estudos dependiam
da observacdo direta no campo, armadilhas de isca, caracteristicas citoldgicas do sangue e de
técnicas soroldgicas. Com o tempo, os trés primeiros métodos deixaram de ser usados apds a
comprovacao da sua baixa eficacia (TEMPELIS, 1975).

Estudos posteriores passaram a ser realizados de forma massiva apenas por técnicas
soroldgicas, como o ensaio imunoenzimatico ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
(BEIER et al., 1988) e o teste de precipitina (WASHINO; TEMPELIS, 1983). Entretanto,
técnicas como a inibicio da hemaglutinacdo passiva (TEMPELIS, 1975) e a
imunofluorescéncia (MCKINNEY; SPILLANE; HOLDEN, 1972) surgiram e também foram
usadas com 0 mesmo objetivo, mas que, devido a sua complexidade, se tornaram quase que
inviaveis para o uso (WASHINO; TEMPELLIS, 1983).

O teste de precipitina foi desenvolvido no inicio do século XX e foi 0 método mais
usado para detectar a fonte alimentar de artropodes hematéfagos (DAVIS; PHILIP, 1931;
NIEBYLSKI; SAVAGE, 1994; SAMUEL et al., 2004; SWAMI; SRIVASTAVA, 2012;

ALENCAR et al., 2015b). O método é considerado um teste de facil execucéo e interpretacéo,
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no qual requer poucos equipamentos e um simples preparo de reagentes. Seu preparo envolve
a suspensdo do repasto sanguineo em um diluente e sua reacdo direta com o antisoro, permitindo
obter informacgdes gerais da alimentacdo do mosquito (TEMPELIS, 1975). Porém, ele é
categoricamente limitado pois possui uma baixa sensibilidade e especificidade para espécies,
limitando a identificacdo dos vertebrados em ordem, familia ou género. Os resultados dos testes
somente se tornam mais especificos ao utilizar antisoros para espécies que ja haviam sido
testadas (WASHINO; TEMPELIS, 1983).

Subsequentemente, 0 ensaio imunoenzimatico ELISA se tornou popular na década de
80 e apresentou uma maior sensibilidade na reagdo em comparagdo com o teste de precipitina,
com o qual se tornou possivel alcancar melhores resultados com pouca quantidade de sangue
ingurgitado (GOMES et al., 2001). O método consiste em realizar uma ligacdo entre o
conjugado enzimatico e o0 antigeno ou anticorpo do possivel vertebrado e os componentes
soroldgicos do repasto sanguineo realizado pelo mosquito. A reacdo especifica é detectada a
partir da mudanca de sua coloracédo, obtendo-se assim, o resultado do teste (BEIER et al., 1988).
Apesar dessa técnica ndo superar a especificidade e facilidade que o teste de precipitina possui
(GOMES et al., 2001), muitos estudos a utilizaram para detectar a fonte alimentar dos
culicideos, buscando inclusive, a associacdo com 0s patdgenos que esses insetos transmitem
(EDRISSIAN; HAFIZI, 1982; BARBAZAN et al., 2009; VALERIO et al., 2010; ADUGNA,
YEWHELEW; GETU, 2021).

Foi a partir da década de 90, com o advento de ferramentas moleculares e com uma
crescente riqueza de sequéncias de DNA disponiveis publicamente, que os pesquisadores
conseguiram romper as barreiras que o teste de precipitina e 0 ensaio imunoenzimatico
possuiam, passando a identificar a fonte alimentar dos mosquitos a nivel de género e espécie
(BORLAND; KADING, 2021). A Reagdo em Cadeia da Polimerase (do inglés “Polymerase
Chain Reaction” - PCR) seguida do sequenciamento do DNA do produto da PCR esta entre as
técnicas mais diretas e especificas atualmente existentes, no entanto, seu elevado custo pode
dificultar o processamento de um grande numero de amostras (MELGAREJO-
COLMENARES; CARDO; VEZZANI, 2022).

O procedimento utilizando essas ferramentas, em geral, baseia-se na extracdo do DNA
do sangue ingurgitado pelo artropode, amplificacdo por PCR de um fragmento homdlogo a
hospedeiros especificos e posterior sequenciamento baseado no método de Sanger do produto
da PCR. A partir da analise e dados do sequenciamento, se realiza uma busca em banco de
dados publicos por sequéncias idénticas ou semelhantes ao repasto sanguineo (REEVES et al.,
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2016). Nesse contexto, como a PCR consiste em amplificar fragmentos pequenos e
direcionados de DNA para produzir milhares de copias de um fragmento de um gene especifico
(RAJALAKSHMI, 2017), os primers utilizados para essa amplificacdo precisam ser de regides
conservadas homologas a potenciais fontes alimentares, com o objetivo de que amplifique
somente 0 DNA dos hospedeiros, mas ndo o0 DNA dos artrépodes (KENT, 2009).

Ao longo dos anos, diferentes marcadores genéticos passaram a ser usados visando
identificar o repasto sanguineo de artropodes hematdfagos, como os genes nucleares e
elementos repetitivos e 0 DNA mitocondrial. Coulson et al. (1990) foram os primeiros a
analisarem DNAs de hospedeiros humanos utilizando sequéncias de DNA repetitivo
(microssatélites). Devido a alta taxa de mutacéo, essas sequéncias permitem analisar a variacdo
intraespecifica, dentro e entre populacGes, pois sdo baixas as chances de dois individuos nao
relacionados terem o mesmo padrdo (COULSON et al., 1990; KEVEN; WALKER; VENTA,
2019). Assim como os microssatélites, 0 RNA Ribossomal (rRNA) também se apresenta de
forma repetitiva, com um elevado nimero de copias e estrutura e funcdo conservadas. Devido
a isso, também pode ser utilizado na identificacdo do repasto sanguineo, no entanto, é mais
comumente presente em estudos sobre carrapatos (PICHON et al., 2005).

Os Elementos Transponiveis Alu e a Prepronociceptina (PNOC) sdo outros genes
nucleares que também podem ser utilizados com 0 mesmo objetivo (BATZER; DEININGER,
2002; SLAMA et al., 2015). Apesar desses genes estarem presentes como marcadores nesses
trabalhos, eles apresentam certa limitacdo: sua sensibilidade ndo é tdo alta, faltam sequéncias
comparativas nos bancos de dados publicos e alguns genes precisam ser direcionados para um
vertebrado em especifico (Alu existem apenas em primatas) (BATZER; DEININGER, 2002;
HADJ-HENNI et al., 2015).

Em comparacdo aos genes nucleares, o DNA mitocondrial (mtDNA) é o marcador
genético alvo de sequenciamento mais popular e vantajoso para a identificacdo das fontes
alimentares de insetos hematofagos (KENT, 2009). As mitocondrias sdo organelas herdadas
pela mée, presentes em todos 0s eucariotos e contem genomas independentes de 16,5 kb,
existindo em grandes nimeros (centenas a milhares por célula). Devido a esse alto nimero de
copias, sdo facilmente amplificadas por PCR, sendo preferivel sua utilizagdo em relacdo ao
DNA nuclear (TAANMAN, 1999). A organizagdo do mtDNA, a raridade de insergdes e
delecdes, a falta de introns devido a sua origem procaridtica e a capacidade de evoluir de cinco
a dez vezes mais rapido que os genes nucleares, permite com que ele seja utilizado para

descobrir grupos taxonémicos mais amplos, como ordens e familias, e para distinguir
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subpopulacdes dentro de um grupo especifico (BORLAND; KADING, 2021; MELGAREJO-
COLMENARES; CARDO; VEZZANI, 2022).

Dentre os genes mitocondriais mais usados para identificacdo de fonte alimentar de
mosquitos, se destacam o Citocromo ¢ Oxidase Subunidade 1 (COIl) e o Citocromo b (Cytb).
Em 2003, Herbert et al. (2003) propds que o COI apresentava um fragmento de 650pb em sua
extremidade 5’ ¢ o chamou de cddigo de barras do DNA (do inglés “barcoding”). Esse codigo
de barras representa uma sequéncia especifica de DNA associada a um taxon especifico, e foi
provado que perfis unicos de COI poderiam ser usados para identificar organismos a nivel de
espécie (HEBERT et al., 2003). Em comparacao ao rRNA, o COI possui alguma vantagem pois
sua taxa de mutacdo chega a ser trés vezes maior (KNOWLTON; WEIGT, 1998), e seu uso é
facilitado, visto que as sequéncias de animais conhecidos estdo depositadas em bancos de dados
publicos, como o Barcode of Life Data System (BOLD — www.barcodingoflife.org) e o
Genbank (construido e distribuido pelo National Center for Biotechnology Information — NCBI
- www.ncbi.nlm.nih.gov) (BENSON, 2006; RATNASINGHAM; HEBERT, 2007).

Mesmo o COI encontrando-se amplamente presente na literatura, € o Cytb o gene
mitocondrial mais utilizado para identificar a fonte alimentar de artrépodes hemat6fagos
(KENT, 2009). Inicialmente ele foi delimitado para resolver questfes evolutivas dos
vertebrados e para fins forenses (KOCHER et al., 1989), mas logo passou a estar presente em
diversos trabalhos para determinar a fonte do repasto sanguineo de mosquitos (NGO;
KRAMER, 2003; MOLAEI et al., 2008; FLIES et al., 2016; GYAWALI et al., 2019). Sua
eficiéncia foi comprovada devido ao elevado nimero de copias como gene mitocondrial e uma
variacdo genética suficiente entre os vertebrados para uma identificacdo confidvel (NORRIS;
KENT, 2005). Quando comparado ao COI, o Cytb apresenta uma variacdo intraespecifica
semelhante, no entanto, ele possui uma maior variagcdo nos pares de bases em uma sequéncia
mais curta, uma taxa de falso positivo inferior a metade da do COI e um maior valor preditor
positivo (TOBE; KITCHENER; LINACRE, 2010). Além disso, assim como o COI, o Cytb
apresenta uma gama de sequéncias de vertebrados disponiveis no banco de dados do Genbank,

proporcionando uma maior precisao na identificagéo da fonte alimentar (BENSON, 2006).

1.3.1 A PCR e Seus Desafios na Deteccao da Fonte Alimentar
Para a identificagdo da alimentacdo sanguinea baseada em PCR ser bem sucedida, os
fragmentos do DNA do hospedeiro vertebrado ndo podem estar degradados, pois irdo servir

como modelo para a amplificagdo (REEVES et al., 2016). Alguns fatores podem afetar a
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integridade desse DNA, como a extensdo da digestito (MUKABANA et al., 2002) e a
degradacdo do DNA durante o periodo de conservacdo antes da extracdo (KING et al., 2008).

Logo ap0s a ingestdo, o sangue é gradualmente digerido por enzimas digestivas (como
atripsina e aminopeptidase) e 0 DNA do hospedeiro é degradado ao longo do tempo. O processo
de degradacdo varia de acordo com a espécie hematdfaga, nos mosquitos, por exemplo, a
maioria das fémeas digere o repasto sanguineo, oviposita e comega a procurar a proxima
alimentacdo dentro de 48h a 72h, com a digestdo ocorrendo rapidamente (NGO; KRAMER,
2003; OSHAGHI et al., 2006). O periodo de maior pico da digestdo € em torno de 30h apos a
refeicdo (BILLINGSLEY; HECKER, 1991), de forma que, interrompé-la em até 32h, apds o
sangue ser ingerido, se torna o limiar para o sucesso da amplificacdo do DNA. E comumente
aceito que apds 36h-72h o DNA do hospedeiro se torna indetectavel (NGO; KRAMER, 2003;
OSHAGHI et al., 2006), todavia, estudos recentes mostraram o repasto sanguineo em humanos
sendo identificado em até 84h-120h (TALEBZADEH et al., 2023).

Além da digestdo, a preservacdo eficaz implementada imediatamente ap6s a coleta,
assim como o transporte e 0 armazenamento subsequente, também irdo influenciar
integralmente as estruturas da molécula de DNA do hospedeiro (MUKABANA; TAKKEN;
KNOLS, 2002), uma vez que a preservacdo imediata interrompe 0s processos digestivos,
aumentando a probabilidade de amplificacdo por PCR (SEUTIN; WHITE; BOAG, 1991). O
método ideal de armazenamento imediato das amostras pds coletadas é em ultra-freezers -80°C,
visto que o DNA consegue permanecer estavel por tempo indeterminado até que a extracdo
aconteca (MTAMBO et al., 2006). Entretanto, as restri¢ces logisticas que englobam o campo
raramente permitem que essa preservacdo consiga ser feita, dessa forma, diversos estudos
demonstraram alternativas que mitigaram a fragmentacéo do DNA.

Santos et al. (2019) apresentaram sucesso na amplificacdo do DNA em todas as fémeas
de mosquitos ingurgitados que foram testadas e armazenadas em freezer a -20°C por 180 dias,
obtendo o0 mesmo resultado quando comparado com o armazenamento em um ultrafreezer de -
80°C (SANTOS et al., 2019). Posteriormente, Bellekom et al. (2023) compararam o
armazenamento das amostras em etanol a 95% em um freezer a -20°C com 0 armazenamento
em etanol a 95% em temperatura ambiente. Para ambos os métodos, os DNAs dos hospedeiros
permaneceram amplificaveis por até nove meses (BELLEKOM et al., 2023). Outros dois
procedimentos que também sdo utilizados, porém de forma reduzida, para prolongar a
integridade do DNA séo: (1) a dessecagdo das espécimes de artropodes (VALINSKY et al.,
2014); (2) transferéncia do repasto sanguineo em papel de filtro para transporte e
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armazenamento, por meio da técnica Dried Blood Sample (DBS) (ORSBORNE et al., 2019).
Invariavelmente, qualquer que seja a metodologia possivel alcangada em grupos de estudos,
garantir uma preservacdo eficiente esta integralmente relacionado ao maior sucesso de
amplificacdo e deteccdo da fonte alimentar de mosquitos hematdfagos.

H4 outros fatores ndo menos importantes que também podem influenciar na eficacia da
identificacdo do hospedeiro, como o procedimento de extracdo do DNA, que apresentou uma
melhora de 17% quando usado Kits comerciais da Qiagen® (MARTINEZ-DE LA PUENTE et
al., 2013). O tamanho do amplicon de PCR e o numero de cépias do gene sdo determinantes
ainda mais importantes, visto que sequéncias maiores se decompde mais rapido durante a
digestdo do que sequéncias curtas, por esse motivo que o0 DNA de multiplas copias e de
pequenos fragmentos, como o Cytb, sdo melhores para essa identificacdo (TALEBZADEH et
al., 2023).

1.4 Detecgdo de Arbovirus

A deteccdo e a previsdo da atividade de um virus em populacGes de vetores e o
diagnostico preciso de infeccdo em um hospedeiro vertebrado, sdo fatores fundamentais para o
desenvolvimento de estratégias eficazes de controle e tratamento de arboviroses. No entanto,
em algumas regides, ndo € dada a devida atencdo a possiveis casos de doencas infecciosas, de
modo que alguns virus sdo ignorados a niveis populacionais até que se espalhem ou ressurjam
e se tornem epidémicos em outras areas (CARROLL et al., 2015).

Dessa forma, uma possivel estratégia de vigilancia seria investigar a presenca de
diversos tipos virais em um grande nimero de pessoas e animais, para que fosse possivel
detectar o virus antes de sua disseminacdo. A vigilancia de animais sentinelas, por exemplo, €
uma abordagem de monitoramento para arbovirus zoonéticos, na qual animais domésticos
como gado, porcos e galinhas sdo monitorados e fornecem um alerta precoce da transmissao
viral em uma determinada regido (HALL et al., 2012). No entanto, a coleta de sangue ou swabs
de inumeros individuos é desafiadora, e a solucdo para superar esse obstaculo é investigar
diretamente o vetor da doenca.

Os métodos soroldgicos, como os testes imunoenzimaticos ELISA, sdo amplamente
aplicados para o diagnoéstico de diversas patologias, incluindo Zika, dengue, Chikungunya e
febre amarela. Esses testes podem ser classificados como diretos, quando detectam o proprio
virus, ou indiretos, quando os alvos sdo os anticorpos produzidos em resposta a infecgéo.

Embora sejam rapidos e baratos, esses testes apresentam algumas limitacfes, como a
25



possibilidade de reatividade cruzada entre virus relacionados, que pode resultar em falso-
positivo. Além disso, o periodo de janela imunoldgica, entre 3-5 dias ap0ds a infeccdo, antes que
0s anticorpos possam ser detectados, aumentam as chances de resultados falsos-negativos
(VARGHESE; DE SILVA; MILLAR, 2023).

A identificacdo de um virus em vetores apresenta algumas semelhangas quanto a
identificacdo de fonte alimentar, como a coleta, 0 armazenamento dos espécimes, amplificacdo
do material viral e o sequenciamento. O armazenamento correto € de suma importancia para o
sucesso do estudo, envolvendo uso de gelo seco, nitrogénio liquido, etanol ou tampédo
estabilizador de RNA, com o objetivo de preservar o0 RNA viral e inativar os patdgenos ao
mesmo tempo (BRINKMANN; NITSCHE; KOHL, 2016). Atualmente, os métodos de deteccéo
viral em vetores se beneficiam de tecnologias mais rapidas, sensiveis e especificas, como 0s
protocolos de PCR e sequenciamento. Além da deteccdo em vetores, técnicas moleculares e
soroldgicas sdo frequentemente utilizadas para o diagndstico viral em hospedeiros vertebrados
humanos e ndo humanos (HALL et al., 2012).

A PCR transcriptase reversa (RT-PCR) é a técnica molecular mais utilizada para
diagnosticos de infeccdo por arbovirus, bem como na deteccdo de sequéncias virais em pools
de vetores. O método apresenta uma amplificacdo direcionada de acidos nucleicos e um alto
nivel de sensibilidade e especificidade, permitindo a identificacdo viral em pequenas amostras.
O uso de pares de primers para amostras virais geralmente sao projetados para virus ou familias
de virus especificos, capazes de amplificar amplicons pequenos, contiguos ou sobrepostos do
genoma viral de interesse (QUICK et al., 2017). No entanto, a principal limitacdo da técnica €
a necessidade de um termociclador convencional ou termociclador de tempo real, este ultimo
precisa ser equipado com filtros Opticos para detectacdo da fluorescéncia gerada durante a
reacdo de amplificacdo (VARGHESE; DE SILVA; MILLAR, 2023).

A escolha de uma técnica para vigilancia de arbovirus depende dos equipamentos de
laboratdrio, recursos e experiéncia em bioinformatica. O Sequenciamento baseado na
metodologia de Sanger ¢ amplamente utilizado dado sua taxa de precisédo (99,99%), o baixo
custo e a montagem das sequéncias serem personalizadas e faceis de aprender. Sua desvantagem
é a capacidade de sequenciar apenas um unico e curto fragmento de DNA/RNA por vez
(SLATKO; GARDNER; AUSUBEL, 2018). O Sequenciamento de Nova Geracao (NGS) é uma
ferramenta poderosa para investigacao de arboviroses em artropodes vetores. Nos ultimos anos,
0 NGS tem sido cada vez mais utilizado para 0 monitoramento da presenga de virus em amostras

clinicas e ambientais, como no caso dos virus do Nilo Ocidental (WILSON et al., 2017), Zika
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e Chikungunya (SARDI et al., 2016). Além disso, 0 NGS possui a capacidade de sequenciar
genomas de individuos de uma mesma espécie ou espécies diferentes simultaneamente, para
organismos cultivados ou diretamente de vetores. No entanto, embora ele seja mais sensivel, 0
NGS demanda maior tempo, é mais caro e exige equipamentos avancados, além de uma equipe
altamente qualificada (PATINO et al., 2024).

Com o avanco da biologia molecular, novas tecnologias estdo sendo desenvolvidas,
como os meétodos de amplificacdo isotérmica de acido nucleico (INAATS), que permitem a
amplificacdo de acidos nucleicos a uma temperatura constante, sem a necessidade de
termocicladores. Embora a técnica seja rapida e de baixo custo, ela apresenta como
desvantagem a possibilidade de amplificagGes inespecificas (VARGHESE; DE SILVA,;
MILLAR, 2023).

2. JUSTIFICATIVA

A realizacdo deste estudo justifica-se pela necessidade de aprofundar o conhecimento
acerca de potenciais vetores de arboviroses em areas de alta biodiversidade, como a Mata
Atlantica. Este bioma, que sofre com intenso desmatamento e fragmentacdo, € um dos mais
ameacados do Brasil, e tais eventos acarretam alteracfes nos padrbes ecoldgicos das espécies,
incluindo insetos vetores.

Identificar as fontes alimentares dos mosquitos permite compreender suas interacfes
com diferentes grupos de vertebrados, entendendo melhor o papel que desempenham na
transmissao de patdgenos. Com isso, 0 estudo contribui para a vigilancia epidemioldgica e
auxilia no desenvolvimento de estratégias de controle de doengas transmitidas por esses insetos.

Além disso, a investigacdo de Flavivirus em popula¢Ges de mosquitos é fundamental
para 0 monitoramento da circulacdo viral em ambientes silvestres. A presenca desses virus em
vetores silvestres pode indicar a existéncia de ciclos enzodticos da doenga, com potencial de
expansdo para areas urbanas, aumentando o risco de surtos epidémicos. Com isso, compreender
a dinamica de transmissdo possibilita criar estratégias de vigilancia epidemioldgica mais

eficientes, reduzindo os riscos de surtos e epidemias.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a diversidade, o hébito alimentar e detectar a presenca de Flavivirus nos
mosquitos capturados em remanescente de Mata Atlantica do estado do Rio de Janeiro,

avaliando sua importancia sob o aspecto epidemiologico.

3.2 Objetivos Especificos

1. Agrupar as espécies de mosquitos de importancia medica em relacdo ao habito
alimentar;

2. Analisar as fontes alimentares ingeridas por fémeas de mosquitos pela Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) das areas amostrais da REGUA e Sitio Recanto Preservar
capturadas em armadilha luminosa CDC, estado do Rio de Janeiro, Brasil;

3. ldentificar se ha associacdo entre as espécies de mosquitos e as fontes alimentares;

4. Detectar a circulacdo de Flavivirus em populacdes de mosquitos em dois remanescentes
de Mata Atléntica.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Declaracdo de Etica

Toda a pesquisa foi realizada de acordo com a licenca cientifica nimero 44333
fornecida pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA), Instituto Chico Mendes de
Biodiversidade Conservacdo (ICMBIio), Sistema de Informacdo e Autorizacdo da
Biodiversidade (SISBIO). Os mosquitos foram coletados com o consentimento e cooperagéo
de proprietarios, moradores, e autoridades locais. Todos os membros da equipe de coleta foram

vacinados contra a Febre Amarela e cientes dos riscos potenciais nas areas em estudo.

4.2 Area de Estudo

O estudo foi desenvolvido em duas areas de fragmento da Mata Atlantica presentes nos
municipios de Silva Jardim e Cachoeira de Macacu, ambos do estado do Rio de Janeiro (Figura
4).
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[ Cachoeiras de Macacu and Silva Jardim
[] Rio de Janeiro
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Figura 4. Localizacdo dos pontos de amostragem nos Municipios de Cachoeiras de Macacu e
Silva Jardim no estado do Rio de Janeiro, Brasil.

4.2.1 Municipio de Silva Jardim
As amostragens no municipio de Silva Jardim foram realizadas no sitio Recanto

Preservar, no estado do Rio de Janeiro (figuras 5 e 6). Esse ponto amostral esté inserido na Area
de Protecdo Ambiental da Bacia Hidrografica do Rio Sdo Jodo (APA Bacia Hidrografica do
Rio S&o Jodo), cujas coordenadas sdo: 22°37'10.7"S 42°18'59.5"W.
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Figura 5. Ponto amostral Sitio Recanto Preservar, localizado no municipio de Silva Jardim.
Fonte: Cecilia Mello.

Figura 6. Ponto amostra nicipio de Silva Jardim.
Fonte: Cecilia Mello.

A Area de Protecio Ambiental (APA) da Bacia do Rio S&o Jodo/Mico-Ledo-Dourado
foi criada em 2002 com o objetivo de proteger e conservar 0s remanescentes de Floresta
Atlantica e o patrimdnio ambiental e cultural da regido, regular os recursos hidricos e o
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parcelamento do solo e garantir o uso racional dos recursos naturais. Essa Unidade de
Conservacdo (UC) abrange o estado do Rio de Janeiro, nos municipios de Araruama, Cabo Frio,
Cachoeiras de Macacu, Casimiro de Abreu, Rio Bonito, Rio das Ostras e Silva Jardim
(ICMBIO, 2008).

A regido da APA apresenta uma alta precipitacdo nos meses de novembro a abril
(correspondendo cerca de 70% do total anual), com uma média anual no Municipio de Silva
Jardim de 2.400mm. A época seca abrange 0s periodos de maio a setembro (TAKIZAWA,
1995). Ela esta inserida na Regido Ecoldgica da Floresta Ombroéfila Densa, tendo areas montana
e submontana, e as Florestas de Terras Baixas (IBGE, 2012). A Floresta Montana ocorre em
altitudes de 500 a 1500 metros, nas encostas da Serra. A Floresta Submontana ocorre em
ambientes de encosta de até 500 metros de altitude, entre baixadas e a Floresta Montana. E as
Florestas de Terras Baixas ocorrem nas baixadas aluvionares, sendo uma das paisagens mais
ameacadas da Mata Atlantica devido a fragmentacdo. Ecossistemas associados da Mata
Atlantica também estdo presentes na regido, como 0s manguezais e as restingas (FERNANDES,
2005).

A Mata Atlantica de Baixada foi drasticamente modificada devido a diversas acfes
antrépicas como a implementacdo de cultivos e pastagens, e a urbanizacdo. Como
consequéncia, ocorreu a perda e a reducdo do habitat de varias espécies, que por conseguinte
desapareceram ou tiveram sua populacdo reduzida, como ocorreu com 0 mico-ledo-dourado
(Leontopithecus rosalia), que deu o nome da APA (CASTRO, 2002). Além deste, também se
encontram na lista de extingdo a preguica de coleira (Bradypus torquatus) e a onca-parda (Puma
concolor capricornensis) (ICMBIO, 2008) (figura 7).

Das populagfes de animais presentes, a avifauna abrange cerca de 275 espécies,
incluindo a garga-vaqueira (Bubulcus ibis), gavido-de-rabo-branco (Buteo albicaudatus) e o
urubu-de-cabeca-preta (Coragyps atratus). Para os mamiferos, estdo presentes espécies
exoticas, como o0 sagui-de-tufo-branco (Callithrix jacchus), sagui-de-tufo-preto (Callithrix
penicillata) e o lobo-guara (Chysocyon brachyurus) (figura 8). Além disso, segundo a cole¢éo

herpetoldgica abrange cerca de 42 anfibios e 20 répteis (ICMBIO, 2008).
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Mico-Leao-Dourado

Preguica de Coleira
- .

L 2
Xl b

Onga-Parda

Figura 7. Animais em risco de extin¢do. Fonte: Shutterstock (mico-ledo-dourado), Henrique
Nogueira, 2014 (preguica de coleira) e Adriano Gambarini, 2008 (on¢a-parda).
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Garga-Vaqueira Gavido-de-Rabo-Branco Urubu-de-Cabega-Preta

(garga-vaqueira), Claudio Lopes, 2012 (gavido-de-rabo-branco), Luiz Bravo, 2015 (urubu-de-
cabeca-preta), Rum Bucolic Ape (sagui-de-tufo-branco, sagui-de-tufo-preto), Wikimedia
Commons (lobo-guard).

4.2.2 Municipio de Cachoeira de Macacu

As amostragens em Cachoeira de Macacu foram realizadas na Reserva Ecoldgica de
Guapiagu (REGUA), uma Reserva Particular do Patrimonio Natural (RPPN) criada em 1996,
que esta localizada na sub-bacia da Baia de Guanabara, no municipio de Cachoeira de Macacu,
no estado do Rio de Janeiro, cujas coordenadas sdo: S: 22° 27" 10.309” e W: 42° 46’ 13.011”.
Parte da area da REGUA esté inserida no Parque Estadual dos Trés Picos, que juntamente com
o Parque Nacional da Serra dos Orgdos e com a Estagdo Ecoldgica Estadual do Paraiso,
protegem uma enorme area continua de Mata Atlantica, cobrindo grande parte da regido da
Serra dos Orgéos, responséavel por ser uma das areas de maior biodiversidade do estado
(ALMEIDA-GOMES et al., 2014).

Em suas areas mais baixas, a REGUA apresenta uma grande variedade de espécies
pioneiras e periféricas, culminando em comunidades mais proximas do climax a medida que se
aproxima de sua parte mais alta. A altitude varia entre 30 a 2.000 metros acima do nivel do mar,
sendo que acima dos 700m, a reserva é coberta por florestas em grande parte ndo modificadas
que abrigam uma enorme diversidade de plantas e animais (ALENCAR et al., 2015a).
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A reserva apresenta uma area de 7400 hectares, uma cobertura vegetal do tipo Floresta
Ombrdfila Densa, que é caracterizada por apresentar em abundancia fanerofitos, lianas e
epifitas e por possuir um clima tipicamente tropical de elevadas temperaturas (média de 25°C)
e de alta precipitacdo durante o ano (somente de 0 a 60 dias secos) (IBGE, 2012). A vegetacédo
é composta por trés subtipos: floresta pluvial aluvial densa na parte inferior, com relevo plano
e pastagens que estdo em reflorestamento; Floresta tropical densa de véarzea, localizada nas
areas de planicie costeira, cobrindo encostas suaves e em reflorestamento; Floresta submontana,
localizada na porcdo mais alta, contemplando as areas montanhosas acidentadas e considerada
uma éarea controle para estudos de reflorestamento (VELOSO; RANGEL FILHO; LIMA,
1991).

Desta forma, a reserva € composta quase que integralmente por areas florestais
(94,78%), compreendendo diferentes niveis de conservacgdo, indo desde de florestas secundarias
em estagios iniciais de sucessao, até florestas maduras e intocadas (ROCHA et al., 2007). O
clima da regido detém verdes chuvosos e quentes (outubro a marco) e invernos frios e secos
(abril a setembro), com temperatura média anual de 23°C, com méaximas em janeiro e fevereiro
e minimas em junho. Ja a precipitacdo média anual fica em torno de 2.560mm, com destaque
para dezembro e janeiro e junho e julho, sendo 0s meses mais e menos chuvosos,
respectivamente (KURTZ; DE ARAUJO, 2000; ALVARES et al., 2013).

A fauna é constituida por uma alta diversidade, envolvendo cerca de 67 espécies de
anfibios, 455 espécies de aves, 45 espécies de répteis (tendo como destaque o jacaré de papo
amarelo - Caiman latiroistes) e 61 espécies de mamiferos (tendo como destaque o muriqui -
(Brachyteles arachnoides) (figura 9). A ictiofauna é pouca conhecida na regido, mas espécies
endémicas da Serra do Mar ja foram encontradas como: Homodiaetus sp., Characidium vidali
e Bryconamericus ornaticeps (GUAPIACU GRANDE VIDA, 2016).
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Jacaré de Papo Amarelo

Figura 9. Fauna presente na REGUA. Fonte: iNaturalist (jacaré de papo amarelo), SEMIL
(muriqui).

Para o presente estudo foram estabelecidos dois pontos amostrais:

Ponto 1 - Trilha Amarela: A Trilha Amarela esta localizada proxima a sede da reserva,
apresentando uma altitude de 35 a 50 metros, um terreno plano coberto por pastagens e florestas
secundarias restauradas. Apresenta baixissima altimetria e circunda toda a extensdo do lago e a
vegetacdo apresenta uma mistura de espécies nativas que foram reintroduzidas. Com propdsito
de evitar homogeneidade espacial na comunidade, foram plantadas espécies nativas pioneiras,
secundarias iniciais e tardias e climax de forma aleatéria, de forma que as espécies pioneiras
possuissem maior proporc¢do. Além disso, também foram plantadas espécies frutiferas exéticas
para atrair aves frugivoras (Figura 10).
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Figura 10. Ponto amostral Trilha Amarela na Reserva Ecologica de Guapiacu (REGUA).
Fonte: Dalete Alves.

Ponto 2 - Trilha Verde: A Trilha Verde é localizada na parte mais alta, na zona
submontana, em uma altitude de 170 a 600 metros. Apresenta floresta densa e diversificada,
submontana e montana, com terreno de floresta secundaria restaurada. Detém trés estratos:
arvores emergentes (atingindo cerca de 45m de altura), copa principal (5-10m de altura) e

vegetacdo de sub-bosque (Figura 11).
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Figura 11. Ponto amostral Trilha Verde na Reserva Ecoldgica de Guapiagu (REGUA). Fonte:
Délete Alves

3.3 Captura dos espécimes, armazenamento e identificacao das fémeas ingurgitadas

As capturas de mosquitos foram realizadas durante dois dias consecutivos em cada
periodo de amostragem, utilizando armadilhas luminosas do tipo CDC, instaladas a 2 metros
de altura e distribuidas de forma aleatéria (Figura 12). As armadilhas foram expostas no periodo
das 18:00h as 8:00h do dia seguinte. No ponto amostral sitio Recanto Preservar, as amostragens
foram realizadas nos meses de fevereiro, margo, abril, agosto, setembro e outubro de 2023. Na
REGUA, as capturas ocorreram uma vez por més, de marco de 2023 a fevereiro de 2024. A
disposi¢do das armadilhas em todos os pontos amostrais foi de 200m, 400m, 600m, 800m e
1000m, representando a distancia entre cada armadilha.

Os espécimes capturados foram acondicionados em gaiolas de polietileno, rotuladas
segundo a procedéncia, e armazenados em caixas térmicas, sendo transportados vivos ao
laboratorio de apoio de campo. Posteriormente, os mosquitos foram anestesiados pela
exposicao de vapor de cloroférmio e mantidos em uma geladeira (4°C) para interrupcdo do
processo digestivo. Em seguida, os exemplares foram transportados até o Laboratdrio de
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Diptera, na Fiocruz e postos em um freezer -20°C, onde permaneceram por no maximo 10 dias
até serem devidamente identificados.

Os espécimes machos e fémeas foram separados, e a identificacao foi realizada em uma
mesa refrigerada para a preservacdo do DNA do vertebrado alimentado. Toda identificacéo
ocorreu a partir da observagdo direta dos caracteres morfolégicos evidencidveis ao microscopio
Optico consultando as descrigdes respectivas das espécies, utilizando chaves dicotdmicas
elaboradas por Lane (1953a, b), Consoli & Lourengo-de-Oliveira (1994), Forattini (2002) e
Marcondes & Alencar (2010).

Apos as devidas identificacOes, as fémeas foram transportadas para o Laboratério de
Anédlises Virais (LAV), na Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), e acondicionadas

em um ultra-freezer a -80°C, aguardando a etapa de analise molecular.

Figura 12. Armadilha luminosa de CDC utilizada na captura dos mosquitos. Fonte:
Sérgio Machado.

4.4 Avaliacdo do habito alimentar através da analise molecular

Na etapa de extracdo do DNA, cada mosquito teve seu abdome e cabeca separados por
um bisturi, onde o conteudo intestinal foi macerado individualmente em microtubo de 1,5mL
contendo 20uL de 1,0x tampdo TE (Trizma, EDTA) e 20uL de 20ng/mL proteinase K. Para
realizar a extracdo do DNA, foi utilizado o kit da TransGen Biotech: EasyPure Viral DNA/RNA
(code#ER201-02), seguindo o protocolo do fabricante. Resumidamente, foi adicionado 300uL
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de tampdo BB5 ao contetido macerado, posteriormente o conteido foi agitado em um vortex
(vortexados) e incubado a 56°C por 20 min. Apds a incubagéo, 300uL de etanol foi adicionado
e a mistura foi transferida para uma coluna e centrifugada a 12000x g por 1 minuto. Foi
acrescentado 500uL do tampédo WB5 na coluna e centrifugado novamente. O DNA foi eluido
em 50pL de &gua tipo 1 com solucdo de preservacdo fornecida pelo kit. Apos extracdo, foi
realizada a quantificacdo e verificacdo da qualidade do material em um espectrofotdmetro
Denovix DS-11 FX (Denovix Inc. Wilmington, US) para micro volumes no comprimento de
onda de 260nm, e sO seguiram para a etapa seguinte as amostras que apresentavam boa
qualidade. Por fim, o DNA foi armazenado novamente no ultrafreezer -80 °C.

A identificagcdo das fontes alimentares dos mosquitos foi investigada utilizando dois
pares de iniciadores que amplificam um fragmento de DNA mitocondrial (mtDNA) do gene
citocromo b (CytB) (tabela 2). Esses primers sdo considerados universais para os vertebrados e
possuem a vantagem de ndo amplificar o DNA dos mosquitos, amplificando somente o repasto
sanguineo realizado por eles (MALMQVIST et al., 2004).

Tabela 2. Sequéncias dos dois pares de primers e 0 tamanho de seus amplicons utilizados para
a identificacdo das fontes alimentares.

Primer Sequéncia (5'-3") aﬁngzo(sg) Fontes bibliograficas

L14841 AAAAAGCTTCCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA 305 (KOCHER et al., 1989)

H15149 AAACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA 305 (KOCHER et al., 1989)
VF GAGGMCAAATATCATTCTGAGG 457 BROV(\-II—E??V;VJI\LIJZDEIID\f ;2008)
VR TAGGGCVAGGACTCCTCCTAGT 457 (TOWNZEN;

BROWER; JUDD, 2008)

Abreviacoes: VF: vertebrado forward; VR: vertebrado reverse

O protocolo utilizado para os primers L14841 / H15149 foi adaptado de Dias et al.
(2010). A reag@o de PCR foi realizada em volume final de 25uL, contendo: 2mM de MgCly;
2mM de dNTP; 1,0uM de cada primer; 1,0x de tampdo 10x; 0,4U de Taq DNA Polimerase;
5uL de DNA e agua ultrapura para completar a solucéo final. Para a amplificacéo, foi realizada
uma ciclagem de 95°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 95°C por 1 minuto, 50°C por 1
minuto, 72°C por 1 minuto, e a extenséo final a 72°C por 5 minutos.

O protocolo utilizado para os primers VF/VVR foi adaptado de Gyawali et al. (2019). A
reacdo de PCR também foi realizada em volume final de 25uL, contendo: 0,5uM para ambos
os primers, 1,5mM de MgCl,, 2,5 mM de dNTPs, 1,0x de tampdo 10x, 0,4U de Taqg DNA

Polimerase, 5pL de DNA da amostra e agua ultrapura para completar o volume final. Para a
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amplificacdo, foi realizada uma ciclagem de 95°C por 1 minuto, seguida de 35 ciclos de 95°C
por 30 segundos, 58°C por 30 segundos, 72°C por 40 segundos, e a extensao final por 72°C por
10 minutos.

Apos a PCR, 5uL do produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose
a 1,5%. Em seguida, os géis foram colocados em um recipiente contendo solu¢do de brometo
de etidio 0,05% por 5 a 10 minutos para a visualizagdo das bandas em transluminador UV a
260nm.

4.5 Investigacao de Flavivirus

A investigagdo para detectar a presenca de Flavivirus foi realizada de forma individual
para todos os espécimes coletados, incluindo as fémeas ingurgitadas usadas para a identificacéo
de fonte alimentar. Como o kit usado para a extracdo se presta para extrair DNA e RNA, o
material usado foi o0 mesmo oriundo da extracdo de DNA.

Apos a extracdo, foi montado o cDNA com o kit Platus Transcriber RNase H-cDNA
First Strand kit (Sinapse Inc. #51402), seguindo o protocolo do fabricante. Posteriormente, com
0 cDNA ja obtido, foram realizadas as reacdes de PCR usando um par de primers, para a regido
NS5 do genoma viral dos flavivirus. Estes primers foram modificados a partir do protocolo
descrito por Patel, et al. (2013), e abrangem todos os Flavivirus de importancia médica (tabela
3).

Tabela 3. Sequéncias do pare de primers e o tamanho de seus amplicons utilizados para a
identificacdo de Flavivirus.

Tamanho do
Primer Sequéncia (5'-3") amplicon (pb) Fontes bibliogréaficas
;IIEIWS' TAC AAC ATG ATG GGG AAR CGW GAR AA 240-320 (PATEL et al., 2013)
Flavi
All AS GTG TCC CAG CCN GCKGTRTCRTC 240-320 (PATEL et al., 2013)
2

Abreviages: S: sense orientation; VVR: antisense orientation

A reacédo de PCR foi realizada em volume final de 25uL, contendo: 0,5uM para ambos
0s primers, 1,5mM de MgCl,, 2,5 mM de dNTPs, 1,0x de tampédo 10x, 0,2U de Taq DNA
Polimerase, 2,0uL de cDNA da amostra e agua ultrapura para completar o volume final. Para a

amplificacdo, foi realizada uma ciclagem de 95°C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos de 95°C
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por 30 segundos, 54°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos, e a extensao final por 72°C por
5 minutos.

Apds a PCR, se seguiu 0 mesmo protocolo feito anteriormente em gel de agarose. Por
fim, foi realizada a purificacdo dos produtos de PCR para todos os materiais que amplificaram,
usando o protocolo estabelecido no PCR Purification Kit (Cellco Biotec do Brasil Ltda.
cat#DPK-106L). Ap6s a purificagdo, as amostras amplificadas foram enviadas para o
sequenciamento baseado na metodologia de Sanger, que foi realizado na Plataforma de
Sequenciamento RPT-01A do Instituto Oswaldo Cruz -RJ (FIOCRUZ).

4.6 Andlise das Sequéncias

As sequéncias obtidas do sequenciamento foram tratadas através do software
GENEIOUS PRIME (versdo 2024.0). A identificacdo da fonte alimentar consistiu em realizar
um alinhamento, a partir do algoritmo MUSCLE, dos dados resultantes do sequenciamento com
sequéncias depositadas na base de dados do GenBank (NCBI: National Center for
Biotechnology Information - https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) utilizando a ferramenta
BLAST. Foi considerado um vertebrado como fonte alimentar quando as sequéncias
apresentaram uma similaridade de >95%. Da mesma maneira ocorreu para a identificacdo das
arboviroses, os contigs foram alinhados e comparados com as sequéncias de referéncias que
estdo depositadas no BLAST e foram considerados similares >95%.

Apdbs realizadas as andlises das sequéncias, aquelas que atingiram 0s requisitos
necessarios foram encaminhadas ao banco de dados do GenBank para depoésito. Nas figuras 13
e 14 pode-se observar os dois fluxogramas resumindo todo o processo de analise molecular

realizado para investigacdo da fonte alimentar e de arbovirus respectivamente.
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Figura 13. Fluxograma resumindo o passo a passo da investigacdo molecular para fonte
alimentar de mosquitos. Fonte: Adaptado de Sérgio Machado.
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Figura 14. Fluxograma resumindo o passo a passo da investigacdo molecular de arbovirus.
Fonte: Adaptado de Sérgio Machado.
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4.7 Analise Estatistica

Foi utilizado o indice de Morisita para investigar a similaridade nas fontes alimentares
entre diferentes espécies de culicideos, com o objetivo de compreender como essas espécies se
sobrepdem ou se diferenciam em suas dietas. O dendrograma de similaridade, baseado no indice
de Morisita, ajuda a identificar se as espécies compartilham fontes alimentares similares
(indicando sobreposi¢do de nicho) ou se possuem dietas distintas, 0 que poderia sugerir

preferéncias alimentares especificas ou um comportamento mais oportunista.

5. RESULTADOS

As amostragens realizadas na Reserva Ecoldgica de Guapiagu (REGUA) e no sitio
Recanto Preservar compreenderam um total de 1714 mosquitos capturados (tabela 4). No sitio
Recanto Preservar, foram capturados 653 espécimes, compreendendo 21 espécies, sendo todas
fémeas (tabela 5). Na REGUA, 1061 mosquitos foram capturados, distribuidos em 980 para o
ponto amostral da Trilha Amarela, compreendendo 31 espécies (tabela 6); e 81 para o ponto
amostral da Trilha Verde, compreendendo 17 espécies (tabela 7). Na Trilha Amarela, foram 25

espécimes machos e 955 fémeas e na Trilha Verde foram 80 fémeas e 1 macho.

Tabela 4. Quantidade total de mosquitos coletados nos pontos amostrais do Sitio Recanto
Preservar e da REGUA, localizados no estado do Rio de Janeiro, Brasil

Localidade N
Sitio Recanto Preservar 653
REGUA 1061
Total 1714

Tabela 5. Espécies capturadas no ponto amostral Sitio Recanto Preservar no municipio de Silva
Jardim, estado do Rio de Janeiro, Brasil. Quantidade total de fémeas e machos.

Espécies Fémeas Machos N
Aedes (Och.) scapularis (Rondani, 1848) 184 0 184
Ae. (Och.) serratus (s.l.) (Theobald, 1901) 12 0 12
Ae. (Stg.) albopictus (Skuse, 1895) 6 0 6
Anopheles (Nys.) albitarsis Lynch-Arribalzaga, 1878 1 0 1
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Anopheles sp. 2 0 2
An. (Nys.) evansae (Bréthes, 1926) 12 0 12
Coquillettidia (Cog.) chrysosoma (Edwards, 1915) 1 0 1
Cq. (Rhy.) chrysonotum (Peryassu,1908) 6 0 6
Cq. (Rhy.) fasciolata (Lynch-Arribalzaga, 1891) 49 0 49
Cq. (Rhy.) shannoni (Lane & Antunes, 1937) 6 0 6
Culex (Cux.) spp. 19 0 19
Culex (Mel.) spp. 22 0 22
Haemagogus (Hag.) leucocelaenus (Dyar & Shannon, 1924) 4 0 4
Limatus durhamii Theobald, 1901 1 0 1
Mansonia (Man.) humeralis Dyar & Knab, 1916 1 0 1
Mansonia (Man.) titillans (Walker, 1848) 29 0 29
Psorophora (Jan.) albipes (Theobald, 1907) 121 0 121
Psorophora (Jan.) ferox (Humboldt, 1819) 169 0 169
Sabethes (Pey.) identicus Dyar & Knab, 1907 2 0 2
Sabethes sp. 2 0 2
Uranotaenia (Ura.) pulcherrima Lynch-Arribalzaga, 1891 4 0 4
Total 653 0 653

Tabela 6. Espécies capturadas no ponto amostral da Trilha Amarela na Reserva Ecoldgica de
Guapiacu, municipio de Cachoeiras de Macacu, estado do Rio de Janeiro, Brasil. Quantidade

total de fémeas e machos.

Espécies Fémeas Machos N
Aedeomyia (Ady.) squamipennis (Lynch Arribalzaga, 1878) 4 0 4
Aedes (Och.) scapularis (Rondani, 1848) 6 0 6
Ae. (Och.) serratus (s.l.) (Theobald, 1901) 3 0 3
Ae. (Stg.) albopictus (Skuse, 1895) 2 0 2
Anopheles (Nys.) albitarsis Lynch-Arribalzaga, 1878 51 0 51
An. (Nys.) deaneorum Rosa-Freitas, 1989 2 0 2
An. (Ano.) evandroi Costa Lima, 1937 1 0 1
An. (Nys.) evansae (Bréthes, 1926) 42 0 42
An. (Ano.) maculipes (Theobald, 1903) 4 0 4
Anopheles sp. 3 0 3
Chagasia fajardi (Lutz, 1904) 1 0 1
Coquillettidia (Rhy.) albicosta (Chagas, 1908) 21 0 21
Cq. (Rhy.) chrysonotum (Peryassu,1922) 3 0 3
Cq. (Rhy.) fasciolata (Lynch-Arribalzaga, 1891) 139 0 139
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Cg. (Rhy.) juxtamansonia (Chagas, 1907) 12 0 12
Cqg. (Rhy.) venezuelensis (Theobald, 1912) 25 0 25
Culex sp. 183 0 183
Cx. (Mel.) clarki Evans, 1924 0 21 21
Cx. (Cux.) sp. 114 0 114
Cx. (Mcx.) sp. 9 0 9
Cx. (Mel.) erraticus (Dyar & Knab, 1906) 1 1 2
Cx. (Mel.) pereyrai Duret, 1967 0 2 2
Cx. (Mel.) spp. 235 0 235
Mansonia (Man.) indubitans Dyar & Shannon, 1925 1 0 1
Ma. (Man.) titillans (Walker, 1848) 73 0 73
Psorophora (Jan.) ferox (Humboldt, 1819) 2 0 2
Uranotaenia davisi Lane, 1943 3 0 3
Ur. (Ura.) calosomata Dyar & Knab, 1907 2 0 2
Ur. (Ura.) geometrica Theobald, 1901 3 1 4
Ur. (Ura.) pulcherrima Lynch-Arribalzaga, 1891 8 0 8
Wyeomyia sp. 2 0 2
Total 955 25 980

Tabela 7. Espécies capturadas no ponto amostral da Trilha Verde na Reserva Ecolégica de
Guapiacu, municipio de Cachoeiras de Macacu, estado do Rio de Janeiro, Brasil. Quantidade

total de fémeas e machos.

Espécies

Fémeas

Machos

Aedes (Och.) scapularis (Rondani, 1848)

1

0

Ae. (Pro.) argyrothorax (Bonne-Wepster & Bonne, 1920)

Anopheles (Ker.) cruzii Dyar & Knab, 1908
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Culex. (Cux.) spp.

[EN
N

[EY
N

Cx. (Mcx.) pleuristriatus Theobald, 1903

Cx. (Mcx.) sp.

Haemagogus (Hag.) leucocelaenus (Dyar & Shannon, 1924)

Limatus durhamii Theobald, 1901

Psorophora (Jan.) ferox (Humboldt, 1819)

Runchomyia (Run.) reversa (Lane & Cerqueira, 1942)

Sabethes (Sab.) chloropterus (Humboldt, 1819)

Trichoprosopon compressum Lutz, 1905

Tri. digitatum (Rondani, 1848)

Tr. pallidiventer (Lutz, 1905)
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Trichoprosopon sp. 1 0 1
Wyeomyia (Pho.) edwardsi (Lane & Cerqueira, 1942) 8 0 8
Wyeomyia sp. 27 0 27
Total 80 1 81

4.1 ldentificacdo das Fontes Alimentares

A andlise dos 1714 mosquitos capturados nos pontos amostrais do sitio Recanto
Preservar e da REGUA, revelou que apenas 145 eram fémeas ingurgitadas (8,46%). A anélise
molecular do conteddo sanguineo dessas fémeas obteve apenas 55 amostras (37,93%)
amplificadas. Adicionalmente, foi possivel identificar a presenca de alguns repastos mistos
(dois ou mais vertebrados de uma mesma fémea) em algumas amostras, incluindo humanos,
anfibios e aves. Em contrapartida, 90 amostras de fémeas ingurgitadas (62,07%) néo
apresentaram amplificagdo do material genético para os primers testados. Inicialmente, as
amostras com sangue foram submetidas & PCR utilizando os primers L14841/H15149, na qual
resultaram na amplificacdo do cytb em 24 das 55 amostras. Posteriormente, foi testado os

primers VF/VR, que resultaram na amplificacdo das 55 amostras.

4.1.1 Ponto amostral sitio Recanto Preservar, municipio de Silva Jardim, estado do Rio
de Janeiro.

A analise dos 653 mosquitos capturados no sitio Recanto Preservar revelou apenas 21
fémeas ingurgitadas (3,21%). No total, apenas oito amostras (9,5%) tiveram sucesso na
amplificacdo, sendo possivel a identificacdo do repasto sanguineo de quatro delas. Das quatro
restantes, uma retornou com sequéncia de mosquito e as outras trés ndo tiveram nenhum retorno
de similaridade pelo BLAST. As quatro amostras com repastos identificados corresponderam a
trés fémeas de Psorophora ferox (von Humboldt, 1819) e uma de Aedes scapularis (Rondani,
1848) (Tabela 8).

Tabela 8. Espécies ingurgitadas capturadas no ponto amostral Sitio Recanto Preservar no
municipio de Silva Jardim, estado do Rio de Janeiro, Brasil. Quantidade de fonte alimentar das
respectivas espécies.

Fémeas

Ingurgitadas Fontes Alimentares

Espécies
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Aedes (Och.) scapularis (Rondani, 1848)

Ae. (Och.) serratus (s.l.) (Theobald, 1901)

Anopheles (Nys.) albitarsis Lynch-Arribalzaga, 1878

An. (Nys.) evansae (Bréthes, 1926)

Coquillettidia (Rhy.) fasciolata (Lynch-Arribalzaga, 1891)
Mansonia (Man.) humeralis Dyar & Knab, 1916

Ma. (Man.) titillans (Walker, 1848)

Psorophora (Jan.) ferox (Humboldt, 1819)

Total
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N
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N

4.1.2 Ponto amostral Reserva Ecologica de Guapiagu, municipio de Cachoeiras de
Macacu, estado do Rio de Janeiro.

No ponto amostral da REGUA, dos 1061 mosquitos que foram capturados, apenas 124
fémeas estavam ingurgitadas (11,69%), todavia, o sucesso na amplificacdo reuniu 47 amostras
(37,90%). Das 80 fémeas capturadas no ponto amostral da Trilha Verde, somente sete estavam
ingurgitadas, compreendendo quatro espécies. Das 955 fémeas capturadas na Trilha Amarela,
117 estavam ingurgitadas, compreendendo 16 espécies. Nao foi possivel a detec¢do de nenhuma
fonte alimentar das espécies da Trilha Verde, de forma que todas as 47 amostras identificadas
foram da Trilha Amarela.

De forma semelhante observado no ponto amostral do sitio Recanto Preservar, ndo foi
possivel detectar a fonte alimentar de 27 espécimes, sendo possivel a identificacdo do repasto
sanguineo de 20 espécimes. Os espécimes corresponderam a duas fémeas de Uranotaenia
geometrica Theobald, 1901, dez Coquillettidia fasciolata (Lynch-Arribalzaga, 1891), duas Cq.
venezuelensis (Theobald, 1912), um Aedes scapularis (Rondani, 1848), um Ae. serratus (s.l.)
(Theobald, 1901), um Ae. albopictus (Skuse, 1895), um Anopheles evansae (Bréthes, 1926),

um An. evandroi Costa Lima, 1937 e um Culex (Melanoconion) sp. (Tabela 9).

Tabela 9. Espécies ingurgitadas nos pontos amostrais na area da Reserva Ecologica de
Guapiacu, municipio de Cachoeiras de Macacu, estado do Rio de Janeiro, Brasil. Quantidade
de fonte alimentar das respectivas espécies.

e Fémeas Trilha Trilha Fontes
P Ingurgitadas Amarela Verde  Alimentares
Aedes (Stg.) albopictus (Skuse, 1895) 1 1 - 1
Ae. (Pro.) argyrothorax (Bonne-Wepster & Bonne,
4 - 4 -
1919)
Ae. (Och.) scapularis (Rondani, 1848) 5 5 - 1
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Ae. (Och.) serratus (s.l.) (Theobald, 1901) 1 1 - 1
Anopheles (Ano.) evandroi Costa Lima, 1937 1 1 - 1
An. (Nys.) albitarsis Lynch-Arribéalzaga, 1878 4 4 - -
An. (Nys.) evansae (Bréthes, 1926) 1 1 - 1
Coquillettidia (Rhy.) albicosta (Chagas, 1908) 4 4 - -
Cg. (Rhy.) chrysonotum (Peryass,1908) 1 1 - -
Cg. (Rhy.) fasciolata (Lynch-Arribalzaga, 1891) 38 38 - 10
Cg. (Rhy.) juxtamansonia (Chagas, 1907) 1 1 - -
Cg. (Rhy.) venezuelensis (Theobald, 1912) 7 7 - 2
Culex (Cux.) sp. 2 2 - -
Culex (Mel.) spp. 18 18 - 1
Mansonia (Man.) titillans (Walker, 1848) 30 30 - -
Psorophora (Jan.) ferox (von Humboldt, 1819) 1 - 1 -
Runchomyia (Run.) reversa Lane & Cerqueira, 1942 1 - 1 -
Trichoprosopon digitatum (Rondani, 1848) 1 - 1 -
Uranotaenia (Ura.) geometrica Theobald, 1901 2 2 - 2
Ur. (Ura.) pulcherrima Lynch-Arribalzaga, 1891 1 1 - -
Total 124 117 7 20

As fontes alimentares dos 24 espécimes (sitio Recanto Preservar e REGUA), incluiram

20 mamiferos (18 humanos, um canideo e um camundongo), um anfibio e seis aves, totalizando

27 fontes detectadas. No entanto, apesar da similaridade das sequéncias >95%, apenas as

sequéncias dos humanos foram consideradas para publicacdo. De modo geral, duas amostras

apresentaram repastos maltiplos: um espécime de Cq. venezuelensis apresentou duas fontes, um

anfibio e um humano; e Cq. fasciolata com quatro fontes, sendo um espécime para camundongo

e ave e outro para humano e ave. Adicionalmente, duas amostras de aves foram identificadas

apenas a nivel de género (Tabela 10).

Tabela 10. Identificacdo das fontes alimentares ingeridas por fémeas de mosquitos de areas da
REGUA e no Sitio Recanto Preservar capturadas em armadilha luminosa CDC, estado do Rio

de Janeiro, Brasil.

Espécie Localidade | Quant. | Fontes Alimentares Classe
Sitio
Aedes (Och.) scapularis (Rondani, 1848) Recanto 1 Anas acuta
Preservar
REGUA 1 Gallus gallus Aves
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1 Harpia harpyja
Coquilletidia  (Rhy.) fasciolata  (Lynch- 1 Meleagris gallopavo

1 Chroicocephalus sp.
Cq. (Rhy.) venezuelensis (Theobald, 1912) REGUA 1 Pithecopus rohdei Anfibio
Anopheles (Nys.) evansae (Bréethes, 1926) REGUA 1 Canis lupus familiaris
Coquilletidia  (Rhy.) fasciolata  (Lynch-
Arriblzaga, 1891) REGUA 1 Mus musculus
Ae. (Stg.) albopictus (Skuse, 1895) 1
Ae. (Och.) scapularis (Rondani, 1848) 1
Ae. (Och.) serratus (Theobald, 1901) 1
Anopheles (Ano.) evandroi Lima, 1937 REGUA 1 Mamifero
Cq. (Rhy.) fasciolata (Lynch-Arribalzaga, 1891) 6 )

- Homo sapiens
Cq. (Rhy.) venezuelensis (Theobald, 1912) 2
Culex (Mel.) sp. 1
Sitio
Psorophora (Jan.) ferox (von Humboldt, 1819) | Recanto 3
Preservar

Uranotaenia (Ura.) geometrica Theobald, 1901 | RecuA 2

Foi constatado que a fonte alimentar com maior presenca entre os culicideos foi de

mamiferos, a espécie com maior numero de detec¢des dessa fonte alimentar foi Cq. fasciolata

(n= 7). A maioria das espécies de culicideos demonstram estar altamente correlacionados,

sugerindo uma sobreposicao nas suas fontes alimentares. Ja espécies como Cq. fasciolata e Ae.

scapularis apresentam baixa similaridade com as outras, 0 que indica que elas tém dietas

distintas em comparacdo com as demais, ou Sdo mais oportunistas. Foi observado que Ae.

scapularis apresentou deteccdo de fonte alimentar de aves e mamiferos e Cq. fasciolata de aves.

Estas foram as Unicas espécies que apresentaram ave como fonte alimentar. Em contrapartida,

Cq. venezuelensis foi a Unica espécie que realizou repasto sanguineo em anfibio (Figura 15).
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Figura 15. Dendrograma de similaridade baseado no indice de Morisita entre as espécies de
culicideos baseado nas suas fontes alimentares.

4.2 ldentificagédo de Flavivirus em mosquitos

A amostra que continha um espécime de Culex sp. capturado no ponto amostral da trilha
amarela, na REGUA, foi positivo na investigacao de Flavivirus (Figura 16). Apos as sequéncias
deterem seus devidos tratamentos, foi identificado o virus Tembusu (TMUV) em um espécime
gue ndo apresentava sangue em seu abdémen. A sequéncia foi depositada no banco de dados

do GenBank com o nimero de acesso PP938640.
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286 Zkv 50bpPM FA100 Neg

Figura 16. Gel de agarose corado com brometo de etidio demonstrando a amplificacao
que demonstra a amplificacdo da amostra 286 na qual o que foi identificada o virus
Tembusu foi identificado. Zkv - cDNA do virus Zika, FA100 - cDNA da febre amarela,
50pb — DNA Ladder.

6. DISCUSSAO

Os resultados observados neste presente estudo destacam a importancia de considerar
ndo apenas a presenca humana, mas também o comportamento e as preferéncias alimentares
dos mosquitos ao planejar estratégias de controle de vetores e prevencdo de patdgenos
transmitidos por esses insetos. Cabe ressaltar a necessidade de mais pesquisas para esclarecer
melhor os padrdes de alimentacdo dos mosquitos e suas implicacBes para a satde publica.

A biodiversidade da Mata Atlantica é considerada de extrema importancia bioldgica,
contudo essa riqueza de fauna e flora estd ameacada pelo desmatamento, quanto maior for o
aumento da area desmatada, mais rapida se torna a velocidade e aceleracdo da perda
da biodiversidade (BRANCO et al., 2021). A perda de vegetacdo nativa estd associada ao
aumento na transmissdo de agentes etioldgicos de arboviroses (dengue, Zika, Chikungunya e
febre amarela), dessa forma os habitats naturais dos vetores e seus ciclos de vida s&o alterados,
afetando sua densidade populacional. Cabe acrescentar que, com a degradacdo das areas
florestais e a crescente ocupacdo humana, os insetos vetores biolégicos se aproximam dos

domicilios e peridomicilios, ocasionando as transmissdes (MORENO, 2021).
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As fontes alimentares detectadas nos dois espécimes de Ae. scapularis foram em pontos
amostrais distintos, correspondendo a um humano e a uma ave. No entanto, devido ao baixo
numero amostral, ndo foi possivel analisar as preferéncias de hospedeiro da espécie. Estudos
apontam que Ae. scapularis apresenta um comportamento generalista, se alimentando de aves,
canideos, bovinos, equinos e humanos (FORATTINI et al., 1989; MUCCI et al., 2015;
SANTOS et al., 2019), que corroboraram com nosso resultado.

Foi constatado que Cq. fasciolata foi reagente para as seguintes fontes sanguineas: seis
humanos e cinco aves. Cabe ressaltar que, algumas espécies de aves sdo capazes de se
dispersarem por longas distancias, frequentando sistemas terrestres e aquéticos (MARTIN-
VELEZ et al., 2020). As gaivotas, por exemplo, sdo aves aquéticas que podem se deslocar
centenas de quilémetros entre habitats de agua doce, marinhos e terrestres (VIANA;
SANTAMARIA; FIGUEROLA, 2016). Os dois géneros de aves encontrados no trabalho s&o
correspondentes a duas gaivotas, entretanto, até onde se sabe, a area de estudo da REGUA néo
é rota migratoria para aves desse género (BARBIERI, 2008; SANTOS et al., 2021; CHUPIL et
al., 2024). Assim sendo, levantam-se duas possibilidades: essas aves podem ter migrado para a
regido ou ocorreu um erro na edicdo e analise por meio das ferramentas utilizadas.

Em nossa pesquisa, as sequéncias correspondentes desses dois géneros obtiveram
similaridade >95%, apontando para um alto indice de confiabilidade. Partindo desse principio,
poder-se-ia assumir que esses animais realmente estiveram na area de estudo, no entanto,
TOWNZEN et al. (2008) aborda que verificar a distribuicdo dos vertebrados é tdo importante
quanto verificar a similaridade das sequéncias, pois esse conjunto de variaveis influenciam na
identificacdo precisa do repasto sanguineo realizado pelo mosquito. Dessa forma, apesar da
similaridade das sequéncias estarem no padrao esperado, a presenca de gaivotas nos arredores
da REGUA é questionavel devido ao tipo de habitat que compGe a area, e ao fato de ndo se
terem registros da presenca desses animais no local (TOWNZEN; BROWER; JUDD, 2008).

E inegavel o fato de que com o advento do sequenciamento e com a gama de genomas
presentes nos bancos de dados atuais, 0s estudos sobre 0s repastos sanguineos realizados por
artropodes hematdfagos obtiveram uma evolucdo sem precedentes (HOPKEN et al., 2021;
MUTURI et al.,, 2021; BALASUBRAMANIAN et al., 2022). Todavia, esses resultados
apontam a importancia do aprimoramento dessas ferramentas e das continuas pesquisas sobre
0 tema.

A fonte alimentar de um Unico espécime de An. evansae foi constatado para canideo,

mas devido ao baixo nimero amostral, ndo foi possivel detectar seus padrdes de repastos
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sanguineos. Cq. venezuelensis positivou para duas fontes alimentares, correspondendo a um
anfibio e dois humanos. DE CARVALHO et al. (2014) e ALENCAR et al. (2015) apontaram
que para Cqg. venezuelensis, o habito alimentar envolve mamiferos e aves. Entretanto, no
presente estudo foi encontrado um espécime que realizou o repasto sanguineo em um anfibio,
algo que até o momento nao havia sido registrado (DE CARVALHO et al., 2014; ALENCAR
et al., 2015b).

Estudos demonstrando que armadilhas luminosas com iscas de CO; atraem fémeas em
busca de hospedeiros, de modo que ou elas ndo estdo alimentadas ou estdo parcialmente
alimentadas com sangue (THIEMANN; REISEN, 2012). Em nossa pesquisa foram constatados
poucos mosquitos ingurgitados, isso pode ter ocorrido justamente devido ao método de captura
utilizado, visto que foram usadas armadilhas CDC. Fémeas de mosquitos que acabaram de
realizar o repasto sanguineo tendem a ficar em repouso (DUVALL, 2019), dessa forma, para
melhores resultados em futuros estudos, armadilhas de repousos devem ser empregadas, como
redes entomoldgicas (BRUGMAN et al., 2017; MELGAREJO-COLMENARES; CARDO;
VEZZANI, 2022) e aspiradores alimentados por bateria (VAZQUEZ-PROKOPEC et al.,
2009).

Os mosquitos sdo capazes de espalhar patdgenos em diversos hospedeiros vertebrados,
causando doengas aos humanos devido a sua alta capacidade vetorial (SEGURA et al., 2021).
No presente estudo, a fonte alimentar humana foi detectada em9 espécies, destacando-se Ae.
albopictus, vetor de alguns importantes virus, incluindo dengue, febre amarela, Zika e
Chikungunya (RYAN et al., 2019), e Ae. serratus (s.l.), Ae. scapularis e Ps. ferox vetores do
virus da febre amarela (CARDOSO et al., 2010; MORENO et al., 2011). Esses resultados
sugerem uma tendéncia por hospedeiros humanos entre as espécies de mosquitos capturadas.

Essa dominancia provavelmente se deve ao fato que esses fragmentos florestais sdo
frequentados pelos moradores, turistas e pesquisadores. Paralelamente, hipotetizar que o0s
repastos sanguineos registrados ndo tenham sido realizados nos membros da equipe no
momento da captura ¢ uma consideracdo importante. E preconizado que as espécies de
mosquitos podem apresentar alcance maior do que o esperado de movimentagdo mesmo em
condicGes desfavoraveis, podendo voar distancias significativas para encontrar hospedeiros.

Os mosquitos sdo conhecidos por apresentar uma plasticidade comportamental e
adaptabilidade as condi¢Ges ambientais, principalmente devido a sua capacidade de adaptacéo
a diferentes fontes alimentares, incluindo sangue de vertebrados e recursos disponiveis na

vegetacdo. Entretanto, em algumas situacOes, especialmente quando ocorrem reducdo de
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hospedeiros vertebrados, as espécies de mosquitos podem realizar repastos sanguineos em
fontes alternativas de sangue, como seres humanos (ALENCAR et al., 2015b).

Fatores fisicos e quimicos como visdo, olfato, calor e umidade, assim como etapas
comportamentais estao diretamente ligados na busca e orientacdo de um hospedeiro vertebrado
(CARDE, 2015; COUTINHO-ABREU; RIFFELL; AKBARI, 2022). na. gambiae e Ae.
aegypti, por exemplo, ao entrarem em contato com o ar carregado de odores de CO», algam voo
contra o vento em direco ao rastro do vertebrado (DEKKER; CARDE, 2011; HINZE et al.,
2021). Os resultados observados no presente estudo mostraram uma tendéncia de repastos por
humanos em Cq. fasciolata e Ps. ferox. De acordo com a literatura, Ps. ferox pode voar em
média 2500m, correspondendo a distancia entre a disposi¢do das armadilhas e a localizacao das
pessoas (VERDONSCHOT; BESSE-LOTOTSKAYA, 2014).

A identificacdo bem sucedida dos repastos sanguineos por métodos baseados em PCR
pode apresentar algumas limitagdes, como a qualidade e quantidade do DNA do hospedeiro no
abdomen do mosquito (GOMEZ-DIAZ; FIGUEROLA, 2010); preservacio, transporte e
armazenamento pos coleta (MUKABANA et al., 2002); e a degradacdo do DNA durante o
periodo de conservacdo antes da extracdo (KING et al., 2008). A eficacia das analises de fonte
alimentar difere amplamente entre os estudos (THIEMANN et al., 2011; HERNANDEZ-
TRIANA et al., 2017; SANTOS et al., 2019). Aqui o nimero de amostras que obtiveram
sucesso na amplificagdo do DNA dos hospedeiros correspondeu a 37,93%.

Em parte devemos considerar que o sistema de sequenciamento baseado na metodologia
de Sanger, usado nessa pesquisa apresenta uma limitacdo metodoldgica que é capaz de detectar
apenas o produto amplificado presente em maior concentragéo e, se houver a mistura de mais
de uma fonte, mesmo usando primers de boa especificidade, pode ndo haver correspondéncia
no produto amplificado, promovendo o aparecimento de maultiplas populagdes no
cromatograma (AVANESYAN; SUTTON; LAMP, 2021; NAGAKI et al., 2021,
TRIVELLONE; CAO; DIETRICH, 2022; ALONSO et al., 2023). Outra possibilidade apontada
em um estudo realizado por Trivellone em 2022, é que os primers usados para 0
sequenciamento Sanger, por serem curtos (<25 bp) podem contribuir para resultados
conflitantes e com baixa especificidade, se comparados com outros métodos como o NGS
(MARTINEZ-PORCHAS; VILLALPANDO-CANCHOLA; VARGAS-ALBORES, 2016;
TRIVELLONE; CAO; DIETRICH, 2022).

Durante o monitoramento da circulagdo de Flavivirus nesses remanescentes de Mata

Atlantica foi detectado a presenca virus Tembusu (TMUV) em um espécime de Culex sp.
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capturado em junho de 2023 na REGUA. O virus Tembusu foi isolado pela primeira vez na
Malasia, em 1955 a partir do mosquito Culex tritaeniorhynchus Giles, 1901 (HAMEL et al.,
2021). Desde entdo, o virus tem sido relatado em outras especies de Culex, como Cx.
quinguefasciatus (GUO et al., 2020). Embora o espécime deste estudo ndo tenha sido
identificado ao nivel de espécie, existe a possibilidade de que seja transmitido por algumas das
seis espécies de Culex encontradas anteriormente na area de estudo (ALENCAR et al., 2015a).

O TMUV apresenta como principais reservatorios, aves silvestres e domésticas como
patos, gansos, galinhas, pardais e pombos. Sua principal rota de transmissdo é por mosquitos,
mas pesquisas indicam possiveis transmissdes por contato, aerossol e vertical entre patos e seus
descendentes. O virus causa distarbios neuroldgicos, reducdo drastica na producdo de ovos e
crescimento retardado, com isso, diversas fazendas sdo afetadas na industria avicola (LI1U et
al., 2024). Durante os meses de coleta de junho e julho de 2023, algumas gargas-vaqueiras,
Bulbucus ibis (Linnaeus, 1758), apareceram mortas na trilha amarela, levantando a
possibilidade de que fosse gripe aviaria ou virus do Nilo Ocidental.

Além das aves, 0 virus Tembusu ja foi encontrado em ratos e humanos. No entanto, a
presenca do virus em outros vertebrados ainda ndo esta bem definida, de modo que néo se sabe
se eles podem ser reservatorios ou hospedeiros amplificadores, ou se sdo somente hospedeiros
finais, com carga viral baixa para transmitir a0S mosquitos, como ocorre com outras arboviroses
(HAMEL et al., 2021). Essa caréncia de informagdes demonstra a importancia de mais estudos
sobre a patogenicidade do virus.

Desde a sua descoberta, o Tembusu so foi relatado na Asia e no Sudeste Asiatico,
incluindo China, Malasia, Taiwan e Tailandia (CAO et al., 2011; HOMONNAY et al., 2014;
THONTIRAVONG et al., 2015; PENG et al., 2020). Dado a falta de vigilancia, o virus so foi
detectado nesses paises, no entanto, o afastamento desses paises sugere que ele estd mais
amplamente estabelecido na Asia (HAMEL et al., 2021). Esse é o primeiro relato do virus
Tembusu sendo encontrado na Ameérica do Sul e no Brasil e, a descoberta de um virus que a
priori s6 acontece na Asia, sendo encontrado no Brasil, levanta algumas possibilidades da
forma que ele pode ter sido introduzido.

A introducdo desse Flavivirus na América do Sul pode estar relacionada a varias rotas
de migracao de aves, embora a auséncia de espécies que migrem diretamente da Asia para essa
regido torna essa hipotese mais complexa. As aves setentrionais, oriundas do Canada e dos
EUA, e as meridionais, que vém da América do Sul e da Antartida, sdo conhecidas por se

deslocarem em busca de climas mais amenos, potencialmente atuando como vetores. Além
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disso, a migracdo de aves pode facilitar 0 movimento de mosquitos que carregam o virus, ja
que muitos desses insetos se reproduzem em areas alagadas frequentemente visitadas por aves.
Assim, a interacdo entre aves migratdrias e 0s mosquitos pode ter sido uma via importante para
a disseminacéo do virus, mesmo que a conexo direta com a Asia permaneca indefinida. Essa
dindmica ecoldgica ilustra a complexidade das rotas de introducéo viral, onde multiplos fatores
interagem (ICMBIO, 2019). Dessa forma, se uma espécie infectada que dissemine da Asia,
apresentar uma rota para alguns desses continentes e compartilhar um habitat com uma espécie
gue migre para o Brasil, seria uma possivel explicacdo para a chegada do virus Tembusu. Cabe
ressaltar, um exemplo é o caso do virus influenza aviéria de alta patogenicidade (IAAP, virus
H5N1), que apesar de ndo ser um arbovirus, se espalhou globalmente por meio da migracéo de
aves silvestres.

O virus H5N1 surgiu no Sudeste da Asia e se disseminou para a RUssia, Europa
Ocidental, Africa e Oriente Médio por meio da migragdo de longas distancias de patos, gansos
e cisnes selvagens (OLSEN et al., 2006; CALIENDO et al., 2022). Posteriormente, 0 virus
chegou a América do Norte por meio da migracdo transatlantica e por fim chegou a América
do Sul, passando do Chile, Colémbia, Peru, Argentina, Uruguai e por fim ao Brasil
(MINISTERIO DA AGRICULTURA E PECUARIA, 2023).

O aparecimento do virus Tembusu no Brasil pode ter ocorrido através de mecanismos
semelhantes aos que possibilitaram a disseminacdo de outros virus, como os Alphavirus. A
introducdo do virus Tembusu pode estar relacionada a migracdo de aves migratdrias que
carregam o virus, assim como a movimentacdo de aves domesticas e a interacdo entre elas e 0s
mosquitos vetores. Entretanto, a pergunta sobre por que o virus Tembusu ainda nao foi
encontrado em outros paises além da Asia é intrigante. Desde 0 seu primeiro surto significativo
na China em 2010 (CAO et al., 2011), o virus foi identificado principalmente em ambientes
com grande concentracdo de aves, o que levanta questdes sobre a sua ecologia e epidemiologia.
A auséncia de relatos em outras regides poderia indicar que o virus ainda ndo conseguiu se
estabelecer em populacdes de aves ou mosquitos fora da Asia, ou que sua deteccéo é dificultada
por limitacOes na vigilancia e na pesquisa.

Como mencionado, as rotas de migracdo de aves que passam pelo Brasil ja s&o bem
estabelecidas, no entanto, existem eventos esporadicos do deslocamento de aves oriundas da
Africa, como as garcas-vaqueiras encontradas mortas nas redondezas da REGUA. Essas aves
s&o nativas da Africa Tropical e Subtropical, e foram registradas no Brasil pela primeira vez em
1962, onde nidificaram com outras espécies de garcas e, desde entdo, colonizaram o pais
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(MINO et al., 2022). Como existem rotas de migracéo entre a Asia e a Africa (LATHOUWERS
et al., 2022), levanta-se a hipdtese de a contaminagio ter ocorrido na Africa, e por meio da
garca-vaqueira, ter chegado ao Brasil. Dessa forma, existe a possibilidade de o virus ja estar
circulando entre os paises por meio das aves silvestres migratorias.

Os estudos retrospectivos que indicam a circulagdo do virus na Tailandia em 2007 antes
do surto na China (NINVILAI et al., 2018) sugerem que o virus Tembusu pode ter um ciclo de
transmisséo que ndo se manifesta em surtos evidentes, permanecendo em um estado endémico
ou em baixa prevaléncia em algumas areas. Isso também pode ser reflexo das condicdes locais,
como a densidade populacional de hospedeiros e vetores, praticas de manejo de aves e a
interacéo entre diferentes ecossistemas.

A segunda hipotese da introducédo do virus no Brasil seria por meio da comercializacao
de animais, que se da por diversos motivos, como exibicdes em zooldgicos, programas de
conservacao, alimentacdo e turismo e imigracao para animais de companhia. No entanto, 0
comércio de animais, tanto legal quanto ilegal, pode ser determinante na disseminacdo de
doencas infecciosas emergentes (MARANO; ARGUIN; PAPPAIOANOU, 2007). Um bom
exemplo foi a introducédo da variola dos macacos nos EUA em 2003, que ocorreu por meio de
carregamento de ratos gigantes da Gambia, que foram repassados a revendedores, da qual um
abrigou os ratos com cdes destinados ao comércio de animais de estimacdo. Esses cdes
adoeceram e transmitiram a infeccdo a seus donos e veterinarios que os tratavam (CDC, 2003).

No geral, a comercializacdo de animais passa por uma vigilancia sanitaria para evitar a
introducao de zoonoses em outros paises. No entanto, essa vigilancia muitas vezes se apresenta
de forma limitada, com testes apenas para doengas como gripe aviaria, psitacose e febre aftosa
(PAVLIN; SCHLOEGEL; DASZAK, 2009). Porem, ao se tratar do trafico de animais, essa
vigilancia é praticamente nula e a probabilidade de se introduzir alguma zoonose se torna maior,
como ocorreu com um par de aguia-falcdo-da-montanha (Nisaetus nipalensis) que foram
contrabandeadas da Tailandia e confiscadas na Bélgica, e estavam infectadas com a H5N1
(VAN BORM et al., 2005).

O Sudeste Asiatico é uma regido onde a comercializacao ilegal de diversas espécies de
animais selvagens ocorrem em mercados abertos, que sdo considerados o ponto perfeito para a
transmisséo de doencas zoonoticas (ABDULLAH et al., 2024). Com isso, é possivel pressupor
que aves contaminadas poderiam estar presentes nesses mercados clandestinos, e que de alguma
forma a introdug&o do virus no Brasil ocorreu por meio da importagéo ilegal dessas aves ou por

produtos avicolas. A disseminagdo em outras regides ainda requer mais investigacdo para
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entender os mecanismos de transmissao e os fatores que limitam sua propagacao. Essa situacéo
destaca a importancia de monitoramento constante e vigilancia epidemioldgica, especialmente
em contextos de intensa mobilidade humana e comércio de animais.

A dispersdo de mosquitos infectados poderia ser uma terceira possibilidade para a
introdugdo do virus no Brasil. Ao se fazer uma recapitulacéo da histdria da disseminagdo dos
virus da dengue e da febre amarela, que sairam da Africa por meio do transporte dos mosquitos
Aedes em navios negreiros (GOULD et al., 2017), é possivel conjecturar que espécies de Culex
podem ter sido trazidas para o Brasil por meio do frequente transporte de pessoas. Atualmente,
ha uma crescente escala de mobilidade humana, tanto por transporte aéreo quanto por maritimo,
que resulta em um aumento da introducdo de vetores de doencas em diversas areas geogréaficas
(TATEM; HAY; ROGERS, 2006).

Existem diversos outros exemplos do transporte de vetores por meio da mobilidade
humana, como a introducio do An. gambiae em 1930 da Africa Ocidental para Natal, no
Nordeste do Brasil, por navio a vapor ou aeronave (LOUNIBQOS, 2002). A introducdo do Aedes
japonicus (Theobald, 1901) em 1998 da Asia (Jap&o, sul da China e Coreia) para os EUA, por
meio de remessas de pneus (LOUNIBQOS, 2002). E a introduc¢do do Ae. albopictus para o Novo
Mundo por meio do transporte maritimo de ovos e larvas em pneus (GRATZ, 2004). Embora
exista uma distancia consideravel entre o Sudoeste Asiatico e o Brasil, 0s ovos de Culex podem
permanecer viaveis para eclodir quando em condicGes favoraveis. Como a transmissdo vertical
de arbovirus é amplamente conhecida (LEQUIME; PAUL; LAMBRECHTS, 2016; GARCIA-
REJON et al., 2021; TANG et al., 2024), levanta-se a possibilidade de a introdu¢édo do virus ter
ocorrido por meio de ovos transportados. No entanto, como ndo existe voo direto de algum pais
do Sudeste Asiatico paraa América do Sul, € mais provavel que o virus tenha chegado no Brasil
pela rota maritima.

Independente da forma que o virus chegou ao Brasil, sua presenca gera grande
preocupacdo. Até 0 momento, ndo se teve nenhum relato de aves mortas no Rio de Janeiro que
ndo fossem causadas pela gripe aviaria. Contudo, em Séo Paulo foi divulgado recentemente a
morte de 20 e 15 patos em Piracicaba e Limeira, respectivamente (EDIJAN DEL SANTO,
2024a, 2024b). A razdo dessas mortes ainda ndo é clara, mas ja foi descartada a possibilidade

de ser HIN5, levantando chances de ser a¢do do virus Tembusu.
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7. CONCLUSAO

Nosso estudo destacou a importéncia da investigacdo do habito alimentar e a da
vigilancia viral em populacbes de mosquitos, atendendo aos objetivos propostos. Nossa
investigacdo evidenciou que as espéecies de mosquitos analisadas possuem uma clara tendéncia
de se alimentar predominantemente de humanos. Esse achado esta diretamente relacionado ao
objetivo de analisar o habito alimentar dos mosquitos, fornecendo subsidios para compreender
0s riscos associados a transmissdo de patdgenos que afetam a satde publica. Além disso, A
deteccdo do sangue de diferentes vertebrados, incluindo humanos e aves, confirma a
plasticidade alimentar dos mosquitos, o que pode indicar potenciais interacdes zoonoticas.

A deteccdo de Flavivirus nos mosquitos analisados confirmou a circulacdo viral na
regido estudada, atingindo o objetivo de investigar a presenca desses patdgenos, e destacando
a relevancia da vigilancia epidemiolégica em ambientes silvestres. A deteccdo do virus
Tembusu em areas anteriormente ndo relatadas, levanta um enorme questionamento sobre sua
introdugdo no Brasil e sua possivel adaptagdo a novos vetores e hospedeiros. Esse achado
ressalta a necessidade de um monitoramento continuo e da investigacao sobre a patogenicidade
e disseminacdo do virus, tanto em territério nacional quanto em outros continentes.

As arboviroses estdo progressivamente se distribuindo pelo globo e o impacto que
causam na salde publica torna evidente a necessidade de se desenvolver estratégias eficazes de
vigilancia, controle e prevencdo. O conhecimento sobre a epidemiologia dos virus permite
identificar areas de risco e antecipar surtos, assim como o entendimento das respostas clinicas
auxilia no diagnoéstico e no tratamento adequado. Além disso, a identificacdo dos vetores e
hospedeiros envolvidos possibilita a implementacdo de medidas de controle de mosquitos
vetores e 0 monitoramento de vertebrados, como as aves migratorias.

Por fim, nossa pesquisa também demonstrou que para esse tipo de investigacao,
armadilhas de capturas especializadas, assim como a conservagéo e a preservagdo do material
genético ¢ um fator determinante para o sucesso da pesquisa. Além disso, apesar da
identificacdo do repasto sanguineo por meio da biologia molecular ser a técnica mais
especializada e promissora atualmente, os protocolos necessitam ser aprimorados e ajustados,
para aumentar sua sensibilidade e obter um melhor resultado. Dessa forma, este trabalho
contribui significativamente para o avan¢o do conhecimento sobre a biologia dos mosquitos
vetores, fornecendo subsidios para acGes preventivas e para o desenvolvimento de politicas

publicas voltadas ao controle de arbovirus em ecossistemas naturais e antropicos.
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