Universidade de Sao Paulo

Faculdade de Medicina

Esmenia Coelho Rocha

Identificagao de culicideos, fontes sanguineas e virus em
sequenciamento unico por nanoporos durante surto de febre

amarela na Serra da Cantareira, Sao Paulo

Sao Paulo
2023



Esmenia Coelho Rocha

Identificagao de culicideos, fontes sanguineas e virus em
sequenciamento unico por nanoporos durante surto de febre

amarela na Serra da Cantareira, Sao Paulo

Versao original

Dissertacao apresentada a Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo
para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias

Programa de Medicina Tropical
Area de concentracao: Doencas Tropicais
e Saude Internacional

Orientadora: Prof. Dr®. Tamara Nunes
Lima Camara
Coorientadora: Dr?. Licia Natal Fernandes

Sao Paulo
2023



Dados Internacionais de Catalogacéo na Publicacéo (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo

©reproducao autorizada pelo autor

Rocha, Esmenia Ccelho

Identificagdo de culicideos, fontes sanguineas e
virus em sequenciamento uUniceo por nanoporos durante
surto de febre amarela na Serra da Cantareira, Sao
Paulo / Esmenia Coelho Rocha. =-- Sdo Paulo, 2023.

Dissertacdo (mestrado)--Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo0 Paulo.

Programa de Medicina Tropical. Area de
Concentracdo: Doengas Tropicals e Saude Internacional.

Orientadora: Tamara Nunes Lima Camara.

Coorientadora: Licia Natal Fernandes.

Descritores: 1l.Culicidae 2.Fonte sanguinea
3.Febre amarela 4.Nanoporos 5.Arbovirus
6.Metagendmica

USP/FM/DBD-369/23

Responsavel: Erinalva da Conceicao Batista, CRB-8 6755




Nome: ROCHA, Esmenia Coelho

Titulo: Identificagcdo de culicideos, fontes sanguineas e virus em sequenciamento

unico por nanoporos durante surto de febre amarela na Serra da Cantareira, Sao

Paulo

Aprovado em:

Dr.

Dissertagcao apresentada a Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo
para obtencdo do titulo de Mestre em

Ciéncias.

Banca Examinadora

Instituicao:

Julgamento:

Dr.

Instituicao:

Julgamento:

Dr.

Instituicao:

Julgamento:




Dedico este trabalho aos meus pais, de quem me orgulho muito. Também as
pessoas que perderam suas vidas durante a pandemia de COVID-19 e as familias

afetadas por isso.



AGRADECIMENTOS

As minhas orientadoras Dra. Tamara Nunes de Lima-Camara e Dra. Licia
Natal Fernandes, por acreditarem em mim e me aceitarem como aluna, mesmo n&o
me conhecendo tdo bem no inicio. Agradego por todos os ensinamentos, conselhos,
confianga, por estarem sempre dispostas a tirar minhas duvidas e agradeco,
principalmente, por toda a paciéncia que tiveram comigo. Obrigada por nao
alimentarem o meu panico e me manterem com a cabec¢a no lugar todas as vezes
que eu me perdia. Isso foi muito importante pra mim. De verdade! Agradecgo a Dra.
Juliana Telles de Deus, que me orientou durante o aprimoramento profissional e
continuou me ajudando durante o mestrado. Obrigada por me abrir para o mundo
magico (mas real) da ciéncia. Obrigada por todos os conselhos profissionais e
pessoais e por todas as conversas profundas que compartilhamos. Obrigada por ser
como uma irma pra mim, puxando a orelha quando necessario, mas sempre com
muito carinho e amizade. Agradego também a Dra. Ester Cerdeira Sabino, por me
aceitar no grupo CADDE, por acreditar em mim e por ser essa grande fonte de
inspiracdo para todas as mulheres do laboratério. De fato, eu me sinto muito
privilegiada por ter tido como orientadoras mulheres incriveis da ciéncia.

Agradecgo aos pesquisadores Dra. Mariza Pereira, Dr. Luis Filipe Mucci e Dr.
Eduardo Bergo do Instituto Pasteur (SUCEN, por carinho) por todo conhecimento e
experiéncia passados desde o inicio da elabora¢do do projeto Cantareira. Agradego
a Dra. Marcia Bicudo, a Dra. Regiane Maria Tironi de Menezes e ao Aristides
Fernandes pela disponibilidade para me passarem um pouco de seu conhecimento
em taxonomia e por me fazerem amar passar horas na mesa fria identificando
culicideos. Agradegco a Dra. Jaqueline Goes de Jesus por ensinar tudo sobre
sequenciamento por nanoporos e tudo sobre praticas de laboratério molecular.
Agradeco também ao Dr. Jeremy Mirza, a Dra. Ingra Morales Claro, ao lan Nunes e
a Pamela dos Santos Andrade por me auxiliarem com tudo durante a adaptacao dos
protocolos com 0s mosquitos.

Agradeco ao melhor grupo de amigas que eu poderia ter feito durante o
mestrado: Amanda Miyuki Hidifira, Bianca Costa Silva, Camila Alves Maia da Silva
Fonzaghi, Flavia Cristina da Silva Salles, Franciane Mendes de Oliveira, Geovana
Maria Pereira, Giulia Magalhdes Ferreira, Raissa Heloisa de Araujo Eliodoro, Ingra

Morales Claro, Jaqueline Goes de Jesus, Mariana Pinho, Mariana Severo Raimundo,



Marissa da Silva Lima, Mayara Bertanhe, Melina Mosquera Navarro Borba, Midia
Silva Ferreira, Milena Gomes Cabral, Pamela dos Santos Andrade, Thais de Moura
Coletti, Valquiria Reis de Souza, Vanessa Morais. Nao consigo explicar o tanto que
vocés me fizeram bem. Obrigada por serem meu refugio, minhas companheiras de
risada e de reflexdes filosoficas. Incluo aqui os queridos lan Nunes e Moisés Santos,
aos quais agradecgo por todos os momentos divertidos, e sei que eles entenderao
meu desejo de mencionar primeiro as mulheres, rs.

Agradeco ao grupo mais lindo e divertido de pupilos da DPE-SUCEN, amigos
que amo e que levarei pra vida toda: Iris Braz Ribeiro de Oliveira, Tatiane Eni, Hélio
Benites Gil, Thays Rossignoli e Fabiana Fernandes Souza. Obrigada por todos os
momentos.

Agradego ao Dr. Paulo Roberto Urbinatti e Rosa Maria Marques Sa de
Almeida por todos os ensinamentos e ajuda durante os experimentos no Laboratério
de Entomologia da Faculdade de Saude Publica, assim como as colegas do
laboratorio Marta Ribeiro e Marcela Mori.

Agradeco a todos os membros do grupo CADDE, com quem aprendi muitas
coisas durante os cursos e workshops, ao Dr. Nuno Rodrigues Faria. A todos que
conheci no laboratério de parasitologia LIM/46, por toda a ajuda: Ana Carolina
Mamana, Erika Regina Manuli, Fabio Ghilardi, Felipe Silva, Gabriel Castanheira,
Joyce Vanessa, Juliana Borges, Léa Campos de Oliveira da Silva, Leandro Menezes
de Souza, Luca Rocha, Lucas Franco, Monike Olliveira, Natalia Souza de Godoy,
Regilane Franca, Regina Maia, Roberta Cristina Ruedas. Também ao Gabriel
Matheus do Nascimento, a Izilda Curado e Ana Maria Ribeiro de Castro Duarte, do
laboratério de protozoologia LIM/49.

Sou grata também a todos que conheci na SUCEN: Agnaldo Duarte, Dr.
Adriano Pinter, Bruno Mathias, Carol Anjos, Dr. Carlos José Coutinho, Eliana
Ferreira Monteiro, Dra. Fernanda Ohlweiler, Gabriella Ricomini, lole Arumi Sei, Dra.
Karin Kirchgatter, Lilian Guimaraes, Marcelo Pimont, Dra. Margareth Dibo, Maria
Socorro Silva, Thiago Fernandes Martins, Valéria Cristina de Araujo, Vanessa
Christe Helfstein, Vanessa Morais, Vinicio Rodrigues.

Agradecimento mais que especial a todos da equipe de febre amarela da
DPE-SUCEN com quem aprendi muito sobre coleta. Como bidloga, as saidas de
campo estavam entre as minhas atividades favoritas. Obrigada aos queridos

Vanessa Christe Helfstein, Renato Servigne, Renato da Silva Vilas Boas, Marlon



Pires, Ailton Rodrigues dos Santos, Dirceu Morais Pereira e Washington Luis Teles
Serrao.

Agradeco aos meus pais Maria Angélica Coelho Rocha e Hildo da Silva
Rocha por tudo que tiveram que enfrentar para que hoje eu pudesse estar
concluindo essa etapa dos meus estudos, os grandes responsaveis por tudo. Aos
meus irmaos e cunhados e ao meu sobrinho Benicio Rocha, a pessoa mais linda da
minha vida, que me da vontade de continuar. Ao Kaique Gomes, meu melhor amigo
e parceiro de vida, agradego por me confortar e, principalmente, por todos os
sorvetes nos meus piores dias (e nos dias bons também). A todos os familiares e
amigos. Amo vocés!

Por fim, agradeco pelo apoio e financiamento de todas as instituicdes
envolvidas nesse trabalho: CAPES (Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior), FAPESP (Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séao
Paulo) - Processo: 18/14389-0, Instituto Pasteur de Sao Paulo, Instituto de Medicina
Tropical, Faculdade de Medicina e Faculdade de Saude Publica da Universidade de

Sao Paulo.



“Eu amo prazos. Adoro prazos. Adoro o barulho de vento que eles fazem quando os

dias vao passando” (Douglas Adams).



RESUMO

Rocha EC. Identificacdo de culicideos, fontes sanguineas e virus em
sequenciamento unico por nanoporos durante surto de febre amarela na Serra da
Cantareira, Sao Paulo [dissertacdo]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2023.

O virus da febre amarela é transmitido por fémeas de mosquitos infectadas durante
o repasto sanguineo. Na epidemia de febre amarela de 2017/2018, regides
metropolitanas do pais proximas a areas de Mata Atlantica foram atingidas,
despertando a preocupacédo de estabelecimento de ciclo enzodtico. No estado de
Sao Paulo, especialmente no Parque Estadual Alberto Lofgren a populagado de
Alouatta guariba clamitans (bugio-ruivo) foi praticamente extinta, mas outras
espécies de primatas ndo-humanos (PNH) de menor densidade resistiram. Neste
trabalho, identificamos as fontes sanguineas de mosquitos do parque e de outras
localidades da Serra da Cantareira. As coletas foram realizadas no periodo diurno, a
partir do pico da epidemia, em dezembro de 2017, até marco de 2020, totalizando
130 dias de coleta. Do total de 5001 fémeas coletadas, 163 possuiam vestigio de
sangue no abddémen, que foram individualizadas para detecgédo da fonte alimentar,
com cabeca e torax separados. Foi utilizada a técnica de sequenciamento por
nanoporos com primers mitocondriais, para a identificagdo dos hospedeiros
vertebrados, e primers randémicos, a fim de detectar o virus amarilico possivelmente
presente nas amostras. Foi identificada a fonte alimentar de 107 (65,6%) fémeas
distribuidas em 19 diferentes espécies. Dessas, 54,6% continham sangue de
mamiferos, 6,7% continham sangue de aves e 4,3% apresentaram repastos
sanguineos mistos. As espécies de vertebrados detectadas foram: humano,
Callicebus nigrifrons (PNH), cao, gamba-de-orelha-preta, rato-do-mato, urubu-preto,
garca e nove diferentes espécies de aves passeriformes. Os repastos mistos foram
humano e cao, e humano e ave. Nao foi encontrado sangue de bugio nas amostras.
Haemagogus leucocelaenus, reconhecidamente vetor do virus amarilico, teve uma
amostragem de 37 fémeas com repasto sanguineo, sendo 35 com sangue humano e
2 com sangue de PNH. Dois espécimes de Haemagogus janthinomys/capricornii,
outro vetor conhecido, se alimentaram apenas de sangue humano. Foi detectado
virus amarilico em uma fémea de Hg. leucocelaenus ingurgitada com sangue
humano, sendo a infeccdo do mosquito confirmada por RT-qPCR, que apresentou
resultados positivos em cabeca e torax, separadamente. Nossos dados alertam para
a antropofilia das espécies que atuam no ciclo de transmissédo do virus da febre
amarela, principalmente na auséncia de bugios. Além disso, os resultados
confirmam a circulagédo do virus na regido estudada e o papel de Hg. leucocelaenus
na regiao.

Palavras-chave: Culicidae. Fonte sanguinea. Febre amarela. Nanoporos. Arbovirus.
Metagendmica.



ABSTRACT

Rocha EC. Identification of Culicidae, blood sources and viruses in single Nanopore
sequencing during yellow fever outbreak in Serra da Cantareira, Sao Paulo
[dissertation]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”;
2023.

The yellow fever virus is transmitted by infected female mosquitoes during blood
meals. In the 2017/2018 yellow fever epidemic, metropolitan regions of the country
close to the Atlantic Forest areas were affected, raising concerns about the
establishment of an enzootic cycle. In the state of Sdo Paulo, especially in the
Alberto Lofgren State Park, the population of Alouatta guariba clamitans (red howler
monkey) was practically extinct, but other species of non-human primates (NHP) of
lesser density resisted. In this work, we identified the blood sources of mosquitoes in
the park and other locations in Serra da Cantareira. Collections were carried out
during the day, from the peak of the epidemic, in December 2017, until March 2020,
totaling 130 days of collection. Of the total of 5001 females collected, 163 had traces
of blood in the abdomen, which were individualized for detection of the blood source,
with head and thorax separated. The technique of Nanopore sequencing with
mitochondrial primers was used, for the identification of vertebrate hosts, and random
primers, in order to detect the yellow fever virus possibly present in the samples. The
blood source of 107 (65.6%) females distributed in 19 different species was
identified. Of these, 54.6% contained mammalian blood, 6.7% contained bird blood,
and 4.3% contained mixed blood meals. The vertebrate species detected were:
human, Callicebus nigrifrons (NHP), dog, big-eared opossum, montane grass mouse,
black vulture, great egret and nine different species of passerines. The mixed meals
were human and dog, and human and bird. No red howler monkey blood was found
in the samples. Haemagogus leucocelaenus, a known vector of the yellow fever
virus, had a sampling of 37 females with blood source, 35 with human blood and 2
with NHP blood. Two specimens of Haemagogus janthinomys/capricornii, another
known vector, fed only on human blood. Yellow fever virus was detected in a female
Hg. leucocelaenus engorged with human blood, and the mosquito infection was
confirmed by RT-gPCR, which showed positive results in the head and thorax,
separately. Our data point to the anthropophily of the species that act in the yellow
fever virus transmission cycle, especially in the absence of red howler monkeys. In
addition, the results confirm the circulation of the virus in the studied region and the
role of Hg. leucocelaenus in the region.

Keywords: Culicidae. Blood source. Yellow fever. Nanopore. Arboviruses.
Metagenomics.
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1 INTRODUGAO

1.1 A febre amarela

A febre amarela (FA) € uma arbovirose zoondtica endémica em florestas
tropicais da América e da Africa. A doenca é causada por virus da familia
Flaviviridae que, por sua vez, € transmitido por mosquitos da familia Culicidae (1). O
virus da febre amarela (YFV) é transmitido através da picada de fémeas de
culicideos infectados ao se alimentarem de sangue de hospedeiros vertebrados. A
doenca possui ciclo de transmissao urbano e ciclo de transmissao silvestre, além de
um ciclo intermediario.

No ciclo urbano, o virus é transmitido de humano para humano pela espécie
Aedes (Stegomyia) aegypti, nao havendo casos desse ciclo no Brasil desde 1942
(2). Entretanto, o ciclo urbano da doenga ainda ocorre em paises da Africa (3). Ja no
ciclo silvestre, os hospedeiros sao principalmente os primatas nao-humanos e os
vetores sdo espécies de culicideos que habitam as florestas, sendo o homem um
hospedeiro acidental (2). No Brasil, a transmissdo do YFV no ciclo silvestre tem sido
associada principalmente a espécie Haemagogus (Haemagogus) janthinomys (4, 5).
No entanto, Haemagogus (Conopostegus) leucocelaenus foi incriminado como vetor
nos surtos das regides Sul e Sudeste (6, 7, 8, 9). No terceiro ciclo, denominado
intermediario, estdo envolvidos os humanos e os primatas ndo humanos, sendo os
vetores mosquitos do género Aedes. Esse ciclo de transmissdo acontece apenas
nas savanas africanas, em ambientes de transi¢ao de mata e cidade (3).

Além das espécies vetoras citadas, outras ja foram encontradas naturalmente
infectadas com o virus, como Haemagogus (Hag.) capricornii, Haemagogus (Hag.)
albomaculatus, Sabethes (Peytonulus) soperi, Sabethes (Sabethes) cyaneus,
Sabethes (Sabethinus) chloropterus (10), Sabethes (Sab.) albiprivus (11), Sabethes
(Sabethoides) glaucodaemon, Aedes (Ochlerotatus) scapularis (4), Aedes (Och.)
fulvus, Aedes (Och.) serratus (7), Psorophora (Janthinosoma) albipes e Psorophora
(Janthinosoma) ferox (12). Em infeccdo experimental, foi relatada a competéncia
vetorial em algumas espécies como Aedes (Stg.) albopictus (13), Aedes
(Georgecraigius) fluviatilis (14), Aedes (Protomacleaya) terrens e Aedes (Och.)

serratus (15).
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Os géneros Aedes e Haemagogus pertencem a tribo Aedini e o género
Sabethes a tribo Sabethini, porém todos apresentam atividade diurna e crepuscular.
Na tribo Aedini, os criadouros apresentam carater transitorio, como ocos de arvore,
recipientes naturais e artificiais, sendo dependentes das chuvas. Ja os mosquitos da
tribo  Sabethini sdo essencialmente silvestres, sendo seus criadouros
preferencialmente naturais, como ocos de arvores, bromélias, internddios de bambu
e folhas caidas (1, 2).

Quanto aos hospedeiros amplificadores do virus, além de primatas nao
humanos, outras espécies de mamiferos ja foram encontradas com anticorpos para
esse antigeno. Dentre elas, podemos citar a preguiga-real, pregui¢ca-de-trés-dedos,

tamandua-mirim, cotia, ourigo, irara e cateto (16).

1.2 Aspectos epidemiolégicos da febre amarela no Brasil

Nos anos 40, no Brasil, houve a erradicacao do ciclo urbano da febre amarela
e todos os casos, desde entdo, foram considerados acidentais, quando humanos
adentraram areas de matas com circulagao do YFV (3, 17). A febre amarela silvestre
se manteve endémica na regido da Amazobnia Legal, nos estados do Norte,
Centro-Oeste, além de parte do Maranhdo. Ja as regides mais proximas do litoral e
mais densamente habitadas no Sul, Sudeste e Nordeste do Brasil eram tidas como
areas indenes (17).

Apenas a partir de 2000 iniciou-se uma expansao da transmissao silvestre no
sentido Leste e Sul do pais (17). No estado de Sao Paulo, em 2008, casos humanos
foram confirmados nas regides de Sao José do Rio Preto, Ribeirdo Preto e
Araraquara, chegando a atingir, em 2009, regides de Botucatu e Sorocaba, areas até
entdo sem recomendacgéo de vacina da febre amarela (18). Em 2016 iniciou-se uma
epidemia que estendeu-se pelas zonas rural e periurbana de municipios das regides
metropolitanas de Campinas e Sao Paulo, areas sem recomendagao de vacina e
contingente populacional correspondente a 2/3 do total do estado (19). Outros
estados da regido Sudeste, considerados até entdo ndo endémicos, como Rio de
Janeiro e Espirito Santo, também foram atingidos com elevado numero de casos
humanos (20). A ocorréncia de FA foi detectada no Parque Estadual Alberto Lofgren
(Horto Florestal de Sao Paulo) em outubro de 2017. Primatas ndo humanos da

espécie Alouatta guariba clamitans (bugio-ruivo) tiveram elevada mortalidade nos 60
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dias subsequentes. Isso causou a eliminagéo dos cerca de 90 bugios do parque, que
eram distribuidos em 17 familias conhecidas da regido. Alguns individuos de outros
géneros também foram afetados, totalizando cerca de 200 epizootias por FA,
laboratorialmente confirmadas (21). Em 2018, o virus avangou pelo bioma da Mata
Atléntica, em municipios da Regido Metropolitana de Sdo Paulo, Baixada Santista,
Vale do Ribeira, Vale do Paraiba e Litoral Norte, causando 503 casos humanos
autoctones e 261 epizootias confirmadas (21). Em todo o estado de Sao Paulo foram
595 epizootias de febre amarela em primatas ndo humanos (19). Vale ressaltar que,
entre 2017 e 2018, os municipios de Sao Paulo e Mairipora contabilizaram a maior
parte das epizootias confirmadas (19, 21). Grande parte das notificagdes destes dois
municipios foram registradas na regidao da Serra da Cantareira, que € um importante
fragmento florestal de Mata Atlantica, situada na zona Norte da regido metropolitana
de S&o Paulo, que abrange parte dos municipios de Sdo Paulo e Mairipora, além de
Caieiras e Guarulhos. Nesta area, foi detectada ndo apenas a intensa e ampla
circulagdo de YFV em primatas ndo humanos, como também em humanos. Até
junho de 2018, a Serra da Cantareira correspondeu, aproximadamente, a 36% das

epizootias confirmadas e 39% dos casos humanos notificados no Estado (21).

1.3 Habito alimentar de culicideos

Como citado anteriormente, a transmissao do virus amarilico ocorre quando a
fémea do mosquito infectada realiza o repasto sanguineo em um hospedeiro
suscetivel. Sendo assim, o padrdo de comportamento alimentar desses mosquitos é
essencial para que representem bons vetores do YFV para humanos ou para que
mantenham o ciclo silvestre da doenga. Com efeito, a caracterizagao das fontes
alimentares de fémeas ingurgitadas pode ajudar a trazer respostas em relacéo ao
seu comportamento antropofilico ou zoofilico. Bem como, a identificacdo das fontes
alimentares dos mosquitos presentes em areas urbanas e em areas verdes
limitrofes a elas, onde ocorre circulagdo de arbovirus, pode apontar a participagao
de diferentes espécies potencialmente envolvidas na transmiss&o de virus (22).

Para realizar a identificacdo do habito alimentar de insetos, o método
molecular por meio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) permite identificar as
fontes alimentares de insetos hematdéfagos com alta sensibilidade e especificidade

(23). Trata-se de uma técnica que ja foi empregada com sucesso em diferentes
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estudos de determinacédo de fonte alimentar de fémeas de culicideos ingurgitadas,
sendo o citocromo b um gene frequentemente escolhido como alvo, uma vez que
sequéncias deste gene de muitas espécies estdo disponiveis no GenBank (24, 25,
26, 27). Sendo uma regido conservada no DNA mitocondrial e sendo encontrada em

todos os eucariotos, € comumente usada para identificacdo de espécies.

14 Tecnologia de sequenciamento por nanoporos

O MinlON é um sequenciador de terceira geragcdao da Oxford Nanopore
Technologies (ONT) capaz de detectar bases nitrogenadas quando uma fita de DNA
atravessa um nanoporo em uma célula de fluxo acoplada. E um dispositivo portatil
de apenas 90g e 10cm de comprimento. O sequenciamento genético por nanoporos
€ uma tecnologia capaz de fazer a leitura do DNA e RNA em tempo real. Suas
caracteristicas como dispositivo portatii e de simples preparo de biblioteca, o
levaram a ser um 6timo candidato para pesquisadores de campo (28).

O sequenciamento por nanoporos funciona com o acoplamento de uma célula
de fluxo, que inclui um chip sensor e uma matriz de nanoporos, que consistem em
canais eletronicos enderegados individualmente. As fitas de DNA da biblioteca
carregada no sequenciador se aproximam da matriz e se encaixam na abertura dos
nanoporos e, a medida que cada base atravessa o poro, é gerada uma interrupgao
na corrente elétrica que pode ser usada para determinar todas as bases das fitas
(29).

O MinION foi responsavel pelo sequenciamento genético do primeiro caso de
COVID-19 no Brasil (30). Também tem sido usado em conjunto com a
metagen6mica. A abordagem por metagenémica consiste no processo de
sequenciamento do conteudo total de acido nucleico em uma amostra (tipicamente
cDNA ou DNA), e tem sido aplicada com sucesso tanto na descoberta, como no

diagndstico de patologias virais (31, 32).
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2  JUSTIFICATIVA

Esse trabalho esta inserido em um projeto maior desenvolvido pela antiga
Superintendéncia de Controle de Endemias (SUCEN), atual Instituto Pasteur de Sao
Paulo. O projeto surgiu a partir do agravamento da situagao epidemiolégica da FA na
Regiao Metropolitana de Sao Paulo, com énfase para a regido da Serra da
Cantareira, com a quase eliminacdo dos grupos de bugios no PEAL (surto
2017/2018).

O cenario epidemiologico da Serra da Cantareira mostra que, apos muitas
décadas, o YFV esta reintroduzido e amplamente disperso em continuos de Mata
Atlantica, onde ha possibilidade de estabelecimento de um ciclo enzodtico com
subsequente endemizacdo da doenca. Isto torna necessario estudos que
considerem aspectos particulares deste bioma (33).

A andlise das fontes alimentares dos mosquitos da Serra da Cantareira (Mata
Atlantica) pode ajudar a entender o comportamento alimentar desses mosquitos,
especialmente no PEAL, apos intensa mortalidade de bugios, principal hospedeiro
no ciclo silvestre da febre amarela. Para isso, propomos uma adaptacdo do
sequenciamento por nanoporos (MinlON) capaz de detectar simultaneamente a
fonte sanguinea de culicideos, presenga de arbovirus e confirmacdo da espécie

vetora em um mesmo ensaio.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

> l|dentificar os mosquitos (Diptera: Culicidae), as fontes sanguineas de fémeas
ingurgitadas e virus da febre amarela em areas de epizootias e casos humanos na

Serra da Cantareira, com a adaptacido de sequenciamento por nanoporos.

3.2 Objetivos especificos

> |dentificar as espécies de culicideos e selecionar as fémeas com vestigios de
sangue na area de estudo;

> Testar a eficacia do sequenciamento por nanoporos aos diferentes estagios
de digestdo sanguinea de mosquitos alimentados artificialmente;

> Adaptar um protocolo para deteccdo da espécie de mosquito, da espécie de
vertebrado e de arbovirus em uma unica biblioteca de sequenciamento por
nNanoporos;

> l|dentificar as fontes sanguineas dos mosquitos durante o surto de febre
amarela e apos reducgao de populagdes de Alouatta guariba clamitans (bugio-ruivo);

> Determinar as fontes sanguineas de fémeas ingurgitadas em diferentes areas
de circulagao do virus amarilico na Serra da Cantareira;

> Detectar presenga de virus amarilico nas fémeas ingurgitadas da area de

estudo.



4  MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo
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A Serra da Cantareira € uma das areas remanescentes da Mata Atlantica na

Regiao Metropolitana de S&o Paulo (RMSP) e ocupa uma area de cerca de 320 km?,

estendendo-se por 30 km na dire¢ao nordeste-sudoeste (Figura 1). A cobertura

vegetal é heterogénea e caracteristica de Mata Atlantica, com elementos da Mata

Semi-Caducifélia do Planalto, caracterizando-se, assim, como uma area de transicao

entre ambas as Matas. Nessa area, se encontra o Parque Estadual Alberto Loéfgren

(PEAL), e o Parque Estadual da Cantareira (PEC). Ambos os parques sdo Unidades

de Conservagdo Ambiental inseridas na Reserva da Biosfera do Cinturdo Verde de

Sao Paulo (34).

Figura 1 - Localizagdo da Serra da Cantareira, na Regido Metropolitana de Sao

Paulo (RMSP).
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Legenda: A = Localizagcdo do estado de S&o Paulo no territério brasileiro; B = Localizagdo da RMSP

no estado de Sao Paulo; C = Localizagdo da Serra da Cantareira (faixa verde escuro) na RMSP,

abrangendo os quatro municipios (Mairipora, Caieiras, Guarulhos e Sao Paulo). Fonte: Adaptado do

Plano de Manejo do PEC (34).
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Para esse estudo, foram definidos trés principais locais de coleta

entomoldgica: o PEAL, o PEC e o distrito de Terra Preta, em Mairipora (Figura 2).

Figura 2 - Locais de coleta entomolégica em Sao Paulo e em Mairipora e ligagéao

dos dois parques estaduais.

Legenda: Em A = Locais de coleta em Sio Paulo e em Mairipora demarcados nos retangulos
vermelhos; B = Imagem de satélite com os trés locais de coleta: 1 = PEAL, 2 = PEC e 3 = Terra Preta.
Fonte: A = Adaptado do Plano de Manejo do PEC (34) e B = Google Earth, 2023.

4.1.1 Locais de coleta entomolégica

4.1.1.1 Parque Estadual da Cantareira

O PEC tem uma area de 7.916,52 hectares, abrangendo parte de quatro
municipios da RMSP: Sao Paulo, Mairipora, Caieiras e Guarulhos. A média anual de
visitantes do parque é de 60 mil. O numero estimado da fauna de vertebrados é de
388 espécies, sendo 97 espécies de mamiferos, 233 de aves, 28 de anfibios, 20

répteis e 10 espécies diferentes de peixes (34).

4.1.1.2 Parque Estadual Alberto Loefgren

O PEAL apresenta area de 187 hectares e abrange parte de quatro distritos

do municipio de S&do Paulo: Cachoeirinha, Tucuruvi, Mandaqui e Tremembé. O
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parque possui diversas areas de acesso ao publico e residéncias em seu perimetro,
chegando a ter 720 mil visitantes ao ano (35). De acordo com o ultimo Plano de
Manejo do PEAL, em 2012, ha uma caréncia de dados mais precisos sobre os
mamiferos e anfibios do parque e uma auséncia de informacdes acerca dos répteis
e peixes, o que faz com que a fauna do PEAL seja subestimada. A Avaliagcéo
Ecoldgica Rapida registrou 20 espécies de mamiferos, 38 de aves e 11 de anfibios.
Entretanto, dados secundarios ja registraram 182 espécies diferentes apenas de

aves, além de seis espécies de répteis e uma espécie de peixe (35).

4.1.1.3 Distrito de Terra Preta (Mairipora)

O distrito de Terra Preta situa-se na cidade de Mairipora, na Regiao
Metropolitana de Sao Paulo, ao norte da capital paulista. A populagdo do municipio €
de 103.645 habitantes, em uma area de cerca de 321 km? De acordo com o
Inventario Florestal do Estado de S&o Paulo (36), 59,9% do territorio da cidade de
Mairipora ainda possui cobertura vegetal nativa, sendo os maiores fragmentos
encontrados nos Parques Estaduais da Cantareira e do Itapetinga. Como parte da
RMSP e da Serra da Cantareira, a cidade € muito procurada para lazer e turismo

dos paulistanos (37).

4.1.2 Coletas entomoloégicas

Todos os locais de coleta entomoldgica foram escolhidos a partir de
epizootias de primatas ndao humanos e também de casos humanos confirmados de
febre amarela. Ambos os parques estaduais possuem area florestal protegida,
enquanto que o distrito de Terra Preta possui matas sujeitas a acdo antropica
continua (Figura 3). Todos os pontos passaram por avaliagao e delimitagdo prévias,
priorizando as coletas em locais com muita vegetagdo, a fim de otimizar a

amostragem de culicideos silvestres.



28

Figura 3 - Pontos de coletas entomolégicas no PEAL, no PEC e em Terra Preta (A,

B, e C, respectivamente).

datafarrma
Plataforma A

Legenda: circulos vermelhos = areas percorridas pelos coletores; arvores verdes = pontos de coleta

com plataformas nas copas. Fonte: Google Earth, 2020.

As coletas entomoldgicas foram realizadas entre dezembro de 2017 e margo
de 2020. O horario foi entre nove horas da manha e quinze horas, com o objetivo de
coletar culicideos de habitos diurnos. As coletas tiveram financiamento e apoio da
equipe técnica da antiga Superintendéncia de Controle de Endemias (SUCEN), atual
Instituto Pasteur de Sao Paulo. Foram empregadas trés técnicas de coleta
entomolodgica: armadilha humana movel com uso do puga entomologico (38),
armadilha luminosa CDC (39) e aspirador Nasci (40) (Figura 4). Para utilizagdo do
puca, o humano coletor serviu como atrativo. Ja para a CDC, foi utilizado como isca
0 gelo seco, que imita a liberagdo de CO, pelos animais. A armadilha foi instalada
em copas de arvores, a cerca de 8 metros do solo, para coleta de mosquitos
acrodendrofilos. O aspirador de Nasci foi utilizado para aumentar a amostragem de

fémeas ingurgitadas, ja que estas ficam, geralmente, em repouso na vegetagao. As
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aspiragcdes eram realizadas por cerca de 30 minutos no periodo da manha e no

periodo da tarde.

Figura 4 - Técnicas de coleta entomoldgica: aspiragdo humana mével com puga (a

esquerda) e aspiragao Nasci (a direita).

Fotos: Juliana Telles de Deus, 2018

A partir de dezembro de 2018, iniciaram-se também coletas de mosquitos
em plataformas nas copas das arvores. Foram construidas trés plataformas de
madeira em arvores, uma em cada local de coleta, em altura aproximada de oito a
dez metros. Cada plataforma comportava um humano coletor, que utilizava o pucga
para a captura dos mosquitos de copa. Para a realizagdo dessa etapa, a equipe
técnica da SUCEN recebeu treinamento especifico para trabalho em altura e em
técnicas de escalada, munida dos respectivos equipamentos de protegao individual
(EPIs).

A quantidade de coletas entomoldgicas realizadas em cada local é
apresentada no Quadro 1. O PEAL teve um maior numero de coletas (N=62) em
relacdo aos outros dois locais (N=37 e N=31) por ter tido a definicdo de seus pontos
no pico da epidemia de febre amarela, durante alta mortalidade de primatas
nao-humanos no parque. Os outros locais foram adicionados posteriormente,
seguindo o aumento de epizootias e casos humanos nessas areas, para
monitoramento de periodo apds morte de bugios. A partir de agosto/2018, as coletas
foram realizadas de forma quinzenal em cada local e, a partir de dezembro/2018, de
forma mensal (Figura 5). A frequéncia das coletas foi sendo modificada ao longo do
periodo, por terem sido realizadas em paralelo com a vigilancia, de acordo com as

notificagdes e com a disponibilidade de insumos e equipe.
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Quadro 1 - Quantidade e periodo das coletas entomoldgicas realizadas nos

Parques Estaduais Alberto Loefgren e da Cantareira e no Bairro Terra Preta.

N. de
Coletas
(Dias de

coleta)

FParque Estadual Alberto 62
Lofgren (PEAL)

Ponto de Coleta Periodo

Dez/2017 atée Mar/2020

Parque Estadual da .
Cantareira (PEC) 37 Abr/i2018 até Mar/2020
Distrito Terra Preta 31 Mai/2018 até Mar/2020

(Mairipora)

Aqui consideramos os meses de dezembro/2017 e janeiro/2018, quando
ocorreram as epizootias em bugios, como sendo o periodo 1, e os demais meses

apos eliminagao dos grupos de bugios, como sendo o periodo 2.

Figura 5 - Quantidade de coletas entomoldgicas por més no PEAL, no PEC e no

distrito de Terra Preta, de dezembro/2017 a margo/2020.

Periodo 1 Periodo 2
[Perioso 1] [ )

Terra Preta
B PEC
B PEAL

Com auxilio de um capturador de Castro (aspirador bucal), os mosquitos
coletados foram mantidos vivos em tubo de contencéo até que fossem congelados

em nitrogénio liquido, para possibilitar testes viroldgicos. Os espécimes foram



31

acondicionados em criotubos devidamente identificados com etiquetas. Os dados
das coletas entomoldgicas foram registrados em boletim especifico, com
informacdes sobre a técnica empregada, altura (solo ou copa), localizagao,
coordenadas geograficas, data e horario de coleta. Em laboratério, as amostras nos
criotubos foram transferidas do botijdo de nitrogénio liquido para freezer a -80°C e

mantidos assim até a identificacdo taxondmica.

4.1.3 ldentificagdo taxondmica dos mosquitos

Todos os culicideos adultos capturados foram identificados morfologicamente
em nivel de espécie ou, ao menos, em nivel de género, quando o material ndo
estava em condicbes adequadas para a identificacdo taxonémica completa. A
identificacédo foi realizada em mesa fria (-40°C) (Figura 6), no Laboratério de
Entomologia da Faculdade de Saude Publica da Universidade de S&o Paulo
(FSP-USP), com base em chaves taxon6micas propostas por Lane (41), Consoli e

Lourencgo de Oliveira (2) e Forattini (1).

Figura 6 - Mesa fria e lupa utilizadas para identificacdo taxonémica de culicideos.

Foto: Juliana Telles de Deus, 2021

As fémeas de todas as espécies de culicideos com vestigio de sangue

(Figura 7) ou ovos no abdémen foram selecionadas e tiveram o abdémen separado
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da cabeca e do térax, com o auxilio de pinga e agulha entomoldgicas. Os
instrumentos eram higienizados com hipoclorito de sddio e alcool a cada troca de
manipulacdo dos espécimes. Os abdomens foram acondicionados individualmente
em tubos Lysing Matrix A (MP Biomedicals) e cabeca/térax foram acondicionados
em microtubos para eventuais testes. As amostras foram mantidas em freezer -80°C

até as proximas etapas.

Figura 7 - Fémea de Haemagogus janthinomys/capricornii capturada com vestigio

de alimentagdo sanguinea.

Foto: Esmenia Coelho, 2021; Lupa Estereoscopica Leica, SUCEN.

4.2 Alimentagao sanguinea artificial de mosquitos com diferentes estagios

de digestao

Fémeas de culicideos foram alimentadas com sangue em laboratério a fim de
obter amostras com fonte alimentar conhecida. Para testar a eficacia do protocolo de
sequenciamento por meio das plataformas da Nanopore, foram utilizadas fémeas
ingurgitadas com diferentes estagios de digestéo.

Mosquitos da espécie Aedes aegypti foram obtidos a partir de ovos cedidos
pelo Laboratério de Mosquitos Transmissores de Hematozoarios (LATHEMA) da
Fundagdo Oswaldo Cruz (RJ), assim como descrito por Lima-Camara e
colaboradores (42). A formagédo da colbnia para alimentagéo artificial ocorreu no
Laboratério de Entomologia da Faculdade de Saude Publica da USP. Fitas com
aproximadamente 200 ovos foram colocadas em recipientes com 1 litro de agua e
racao de peixe Tetramin® para a ecloséo das larvas (Figura 8). Depois da formagéao
das pupas, cerca de 8 dias apds a eclosao das larvas, estas foram distribuidas em

duas gaiolas para a emergéncia dos mosquitos adultos. Cada gaiola continha,
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aproximadamente, cem mosquitos. Uma solugcdo acgucarada a 15% ficou a

disposicéo para os mosquitos se alimentarem nas duas gaiolas.

Figura 8 - Ovos de Aedes aegypti para eclosdo em recipiente com agua e ragéo de

peixe Tetramin®.

Foto: Tamara Nunes Lima-Camara, 2021.

ApOs a emergéncia, cerca de dez machos adultos foram congelados
individualmente em microtubos para serem utilizados como controle nos
experimentos moleculares. Com trés dias de idade e apds jejum de 24 horas, as
fémeas foram alimentadas artificialmente com sangue bovino e com sangue
humano. O sangue de boi utilizado era subproduto de abate e o uso foi aprovado por
Comissdo de Etica no Uso de Animais CEUA-SUCEN (n° 0004). J& o sangue
humano foi retirado de voluntario com o devido Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido e Parecer Comité Etica da FSP-USP (n° 5.421.728).

Foi utilizado um alimentador artificial para insetos hematéfagos (Figura 9B),
conectado a um banho-maria a 37°C (Figura 9A), que manteve o sangue atrativo
para os mosquitos. Para servir como membrana, foi utilizado tecido TNT (Figura 10),
que se mostrou mais eficaz do que parafilme ou membrana de intestino de pinto.
Duas colbnias foram alimentadas artificialmente com sangue, sendo uma com
sangue humano e outra com sangue bovino. As colénias foram mantidas ainda por
mais uma semana para amostragem de fémeas com sangue digerido.

Para a manipulacdo dos mosquitos, foi utilizado o capturador de Castro

(Figura 11), e este foi mantido em freezer -20°C por alguns minutos, até a eutanasia
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dos adultos. Todas as amostras de fémeas ingurgitadas e de machos para controle
foram armazenadas em microtubos Lysing Matrix A (MP Biomedicals) e, em seguida,

mantidas em freezer -80°C até a etapa de sequenciamento genético.

Figura 9 - Equipamentos utilizados na alimentagdo sanguinea artificial de

mosquitos.

Legenda: Em A = gaiola entomoldgica, a esquerda, e banho-maria, a direita; B = alimentador de

insetos hematofagos. Fotos: Esmenia Coelho Rocha, 2021.

Figura 10 - Fémeas de Aedes aegypti alimentando-se de sangue em gaiola
entomoldgica, a partir de alimentador artificial de insetos hematdfagos, com

membrana de tecido TNT.

Fotos: Paulo Urbinatti, 2021
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Figura 11 - Separacédo das fémeas completamente ingurgitadas apos alimentagao

artificial com sangue.

TN

Fotos: Licia Natal Fernandes, 2021

Das fémeas alimentadas artificialmente com sangues humano e bovino, foram
separados trés grupos: o primeiro grupo era de fémeas recém alimentadas e com
abdémen completamente distendido, condizentes com o estagio 2 da escala Sella
(43) (Figura 12); as fémeas do segundo grupo foram correspondentes ao estagio 4,
digestdo de 24 horas; e o terceiro grupo de fémeas correspondeu ao estagio 6
(Figura 12), com 48 horas de digestdo. Também foram separadas fémeas em
estagio de digestdo completa, ou seja, sem mais vestigios de sangue no abdémen
(estagio 7 da escala Sella) (Figura 12), foram também congeladas. Foram separadas

cerca de dez fémeas de cada um dos grupos.

Figura 12 - Diferentes estagios de digestdo em fémeas de Aedes aegypti, baseados

na escala Sella, com indicagdo do tempo aproximado de digestao.

Abdbme vazio Quase completamente Parcialmente ingurgitada Praticamente metade dc

ingurgitada com intense  com sangue escuro (18h) abdéme com sangue
sangue vermelho (6h) escuro (24h)

Menos da metade com Apenas partes anterior e Abdéme chéio com ovos ou
sangue escuro (36h) ventral com sangue escuro sem sangue visivel (54h)
(48h)

Legenda: circulos vermelhos = estagios utilizados no experimento. Fonte: Adaptado de Santos e
colaboradores (44).
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4.3 Adaptacao do sequenciamento por nanoporos para identificagdo de
hospedeiro vertebrado, da espécie de mosquito e patbgenos em um mesmo

ensaio

4.3.1 Obtencao de controles positivos

Para controles positivos virais, foram utilizadas fémeas alimentadas
artificialmente com sangue infectado com Zika virus. As amostras foram
provenientes de ovos de Ae. aegypti e Ae. albopictus, igualmente cedidos pelo
LATHEMA-Fiocruz. As infec¢des foram realizadas em laboratério com condigbes de
isolamento dos mosquitos (insetario), de nivel de seguranga Il, no Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade de Sao Paulo. O sangue utilizado foi de
humano voluntario e o experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da FSP-USP (numero 6.049.131). Utilizando o sistema Hemotek de alimentagao, o
sangue infectado foi oferecido para os mosquitos, dentro de uma cabine de
seguranga, que impede que os mosquitos escapem. Essas fémeas foram, entéo,
adormecidas em CO2, congeladas e armazenadas individualmente em microtubos
Lysing Matrix A (MPBio), permanecendo em freezer -80°C até o processamento.
Foram separadas dez fémeas Ae. aegypti e Ae. albopictus com abdémen

completamente distendido.

4.3.2 Extragao de acido nucléico total

Todas as fémeas infectadas por alimentacdo em laboratério foram maceradas
individualmente. O primeiro passo foi adicionar 500 ul de tampao HBSS em cada
tubo para, em seguida, processar no instrumento FastPrep-24 (MPBio) por 40
segundos. Esse equipamento macera rapidamente as amostras, de forma a n&o ter
partes inteiras dos mosquitos. Finalizada a maceracao, foi acrescentado tampao
HBSS em quantidade suficiente para completar 1000 ul em cada tubo. Apds
homogeneizacgao, as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos.

A extracdo do acido nucléico total a partir do macerado dos mosquitos foi
realizada seguindo o protocolo Easy Mag Specific B Lysis off board. Este extrator
automatico realiza a extracdo simultaneamente de DNA e RNA contido nas

amostras. Neste processo, foram transferidos 350ul do macerado das amostras para
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o vessel do equipamento Easy Mag (bioMérieux), juntamente com 2000ul de tampéao
de lise, incubado a temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida, 100ul de
silica magnética, previamente eluida em agua, foram adicionados as amostras. As
amostras foram, entdo, inseridas no extrator para as demais etapas da extragao,
terminando com o produto eluido em 70ul, que foi transferido para um microtubo e
armazenado em freezer -80°C. Todas as extracbes contaram com um controle

negativo, composto por apenas os reagentes do experimento.

4.3.3 Amplificagao com primers especificos

Para confirmar a extracdo de DNA, algumas das amostras alimentadas
artificialmente foram submetidas a PCR convencional com primers de DNA
mitocondrial de humano e boi (Quadro 2). Foram necessarios 5 ul de cada amostra
extraida, adicionados de 13,8ul de agua livre de nuclease, 2,5 ul de tampao (10x),
1,5 ul de cloreto de magnésio (50mM), 0,5ul de dNTP (10mM), 0,2ul da enzima Taq
(5U/ul) e 0,75 ul de cada um dos iniciadores (forward e reverse) (10uM). Foram
adicionados controles negativos em todas as reagdes. Os parametros no
termociclador estdo descritos no Quadro 3. Os amplicons foram submetidos a
eletroforese em E-gel Agarose 2% (Thermo Fisher Scientific) corado com SYBR

gold, e visualizados no equipamento E-gel (Thermo Fisher Scientific).

Quadro 2 - Iniciadores utilizados para a PCR com alvos especificos para humano e

bovino.
Primer Sequéncia (5'-3") Tamanho (pb)
Humano (F) [TTCGGCGCATGAGCTGGAGTCC 298
Humano (R) [ TATGCGGGGAAACGCCATATCG
Bovino (F) |GCCATATACTCTCCTTGGTGACA 571

Bovino (F) |GTAGGCTTGGGAATAGTACGA

Fonte: Primer humano retirado de Parodi e colaboradores (45) e primer bovino retirado de Tartaglia e

colaboradores (46).
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Quadro 3 - Parametros utilizados em PCR convencional com primers de humano e

bovino.
Primer de humano Primer de boi
Temperatura Tempo - Temperatura Tempo -
Etapa °C) (min:seg) Ciclos °C) (min:seg) Ciclos

Ativacao 94 02:00 1 94 02:00 1
Desnaturacéo 94 00:30 94 00:30
Anelamento 70 00:30 35 61 00:30 35
Extenséao 72 00:30 72 00:30
Extenséo final T2 10:00 1 72 10:00 1
Manter 4 Indefinido 1 4 Indefinido 1

Fonte: Chang e colaboradores (47).

4.3.4 Amplificagao de genes mitocondriais para sequenciamento

Para amplificacdo do DNA de vertebrados, assim como do DNA de mosquito,
foram utilizados iniciadores para a subunidade | do citocromo ¢ oxidase (COl) e para
o citocromo b (Cyt b). Para COI de vertebrados, foram utilizados dois primers que se
sobrepdéem, um de uma regiado curta e um de uma regiédo longa do gene (48). Para o
COIl de mosquitos, foram utilizados dois primers do gene sem lacunas entre eles
(49). Tais iniciadores, que possuem posi¢cdes degeneradas, foram usados para
aumentar as chances de ligagdo com um numero amplo de diferentes espécies. Os

oligonucleotideos utilizados estdo descritos no Quadro 4.

Quadro 4 - Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados para amplificagdo do DNA

de vertebrados e de mosquitos.

Primer Sequéncia (5-3") Tamanho (pb) Fonte
COllongo (F) |AACCACAAAGACATTGGCAC o5
COllongo (R) |AAGAATCAGAATARGTGTTG
COl curto (F) |GCAGGAACAGGWTGAACCG
Vertebrados | 5 curio (R) |AATCAGAAYAGGTGTTGGTATAG 346 |Townzen etal. 2008
CytB (F) GAGCMCAAATATCATTCTGAGG =
CytB (R) TAGGGCVAGGACTCCTCCTAGT
COI Anoph (F) | GCAGGAATTTCTTCTATTTTAGG e
COI Anoph (R)| TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
. [cOIMos (F) |ATAGTWATACCTATYATAATTGG _
Mosquitos o Mos (R) |ACWGTAGTAATAAAATTTACTGC 299 Ajamma et al. 2021
CytB (F) GGACAAATATCATTTIGAGGAGCAACAG|
CytB (R) ATTACTCCTCCTAGCTTATTAGGAATTG
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Cada conjunto de iniciadores foi amplificado separadamente e cada um com o
respectivo controle negativo. Para a amplificagao, foram utilizados 2,5 yL de DNA
extraido de cada amostra de mosquito, 2 uL de cada iniciador a 10 uM, 12,5 uL de
Q5 High-Fidelity 2X Master Mix (NEB) e 6 pL de agua livre de nucleases, totalizando
25 uL para a reacdo de PCR. Os parametros utilizados para a PCR estao descritos
nos Quadro 5.

Para cada amostra, foram gerados seis produtos amplificados (amplicons)

diferentes, com os primers mencionados anteriormente.

Quadro 5 - Parametros utilizados no termociclador para programagao da PCR de

especies de vertebrados e espécies de mosquitos.

Vertebrados Mosquitos
COI (Longo e curto) CytB COI (Anoph e Mos) CytB
Etapa Tem?oeé)atura (n'_ll'ie:?;::g) Ciclos Tem?fcr?tura {r;ll'ielzr:'l;::g) Ciclos Tem?fé)atura {r;ll'ierr::i;):g) Ciclos Temfoecr?tura {n:?m;}:g) Ciclos
Afivacio 95 01:00 1 95 01:00 1 g5 01:00 1 95 01:00 1
Desnaturacéo 95 00:30 95 00:30 95 00:30 95 00:30
Anelamento 60-62* 00:50 35 61 00:50 35 56 00:20 35 61 00:20 35
Extenséo T2 01:00 72 01.00 T2 00:30 72 00:30
Extenséo final 72 05:00 1 T2 05:00 1 72 07:00 1 72 07:00 1
Manter 4 Indefinido 1 4 Indefinido 1 4 Indefinido 1 4 Indefinido 1

Legenda: * = PCR Touch-up: 10 ciclos de 60°C e 25 ciclos de 62°C, totalizando 35 ciclos.

4.3.5 Amplificagao de RNA viral

Uma aliquota de 44 ul do acido nucléico extraido das amostras de mosquitos
foi previamente separada para essa etapa. Aqui foi utilizado o protocolo SMART-9N
(Switch Mechanism at the 5 End of RNA Templates), descrito por Claro e
colaboradores (50), que amplifica qualquer nucleotideo de forma aleatéria para
deteccao de qualquer virus de RNA (metagendmica viral).

O protocolo inicia com tratamento com DNase nas amostras, seguido de
purificacdo e concentragédo. Isso permite diminuir a concentragdo do genoma do
hospedeiro amostral (nesse caso, mosquito) e aumentar a concentragédo do genoma
do possivel virus a ser detectado na amostra. O tratamento foi feito adicionando
Turbo-DNase (Thermo Fisher Scientific) e incubando a 37°C por 30 minutos, para
remover DNA. Ja a purificagdo e concentragdo foram realizadas com o kit Zymo
RNA Clean-up & Concentrator-5 (Zymo Research), de acordo com as instrugdes do

fabricante.
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Para a sintese de cDNA, utilizou-se 10 ul de cada amostra extraida e tratada,
mais 1ul de dNTP mix (10mM) (New England BioLabs) e 1 ul do primer randémico
9N (2uM) (New England BiolLabs), que foram incubados a 65°C por 5 min e, apés,
resfriados em gelo. Em seguida, foi preparado mix com 4ul do buffer de SuperScript
IV, 1 ul de DTT (0,1M), 1 ul de RNase OUT, 1 ul do primer SSP (2uM) (NEB) e 1 uL
de SuperScript IV (Thermo Fisher Scientific). As amostras foram incubadas a 42°C
por 90 min e a 70°C por 10 min. As sequéncias dos primers utilizados encontram-se

no Quadro 6.

Quadro 6 - Sequéncias dos primers utilizados para amplificagdo por metagendmica.

Primer Sequéncia (5'-3')
9N AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACNNNNNNNNN
S5P GCTAATCATTGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACATIGIGrG
NEB PCR Primer [AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT

A amplificagdo a partir do cDNA sintetizado foi realizada com 5 ul de Q5
reaction buffer (NEB), 0,5 ul dNTP (10mM), 1 ul de primer PCR da NEB (20 uM),
15,75 ul de agua livre de nuclease, 0,25 ul de Q5 DNA polimerase e 2,5 ul da
amostra. Para cada etapa (tratamento, cDNA e PCR) também foram adicionados

controles negativos. Os parametros encontram-se no Quadro 7.

Quadro 7 - Parametros utilizados para amplificagdo por metagenémica.

Etapa Tem?ne[g}atura {n-‘ll-?rTsp:g} Ciclos
Ativacéo 98 00:45 1
Desnaturacao 98 00:15
Anelamento 62 00:15 30
Extensao 65 05:00
Extensao final 65 10:00 1
Manter 4 Indefinido 1
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4.3.6 Sequenciamento genético por tecnologia de nanoporos

O preparo a seguir da biblioteca de sequenciamento foi adaptado unindo o
protocolo SMART-9N, citado anteriormente, e o protocolo de sequenciamento
LoCost da Nanopore.

Cada amostra teve os seis diferentes produtos de PCR (topico 4.3.4 da
metodologia) reunidos e homogeneizados em um mesmo microtubo. Desta mistura,
foram utilizados 5ul para diluichio em 20ul de agua livre de nuclease. Ja os
amplicons da metagenémica foram purificados com AMPure XP beads magnéticas
(Beckman Coulter) e quantificados com o kit Qubit dsDNA High Sensitivity (Life
Technologies) no equipamento Qubit 3.0 (Life Technologies), seguindo as instru¢des
dos fabricantes.

Com o resultado da quantificacdo, cada amostra foi normalizada para ter o
mesmo input na biblioteca de sequenciamento, 50ng cada. Dessa forma, as
amostras foram utilizadas nas seguintes quantidades: 3,3ul da diluicdo da PCR
mitocondrial, mais 50ng da PCR de metagenémica (quantidade variou de acordo
com o resultado da quantificagdo de cada amostra), e agua livre de nuclease para
completar o volume final de 20ul.

Para o preparo da biblioteca de sequenciamento, foi seguido o protocolo dos
kits de Native barcoding EXPNBD104 e EXP-NBD114 (Oxford Nanopore
Technologies). As amostras tiveram as extremidades de suas fitas de DNA
reparadas com 2,8ul de Ultra Il End Prep Reaction Buffer e 1,2ul de Ultra Il End Prep
Enzyme Mix (NEB), incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente e por 5
minutos a 64°C. Essa etapa adiciona uma cauda de adenina nas extremidades,
preparando as fitas para a etapa a seguir, de ligacdo dos barcodes. Foi atribuido um
barcode diferente para cada amostra, que serve para identifica-las posteriormente
nas analises. Os kits utilizados aqui permitem o sequenciamento de 24 amostras por
biblioteca, sendo os barcodes de numero NBO1 ao NB24. Em cada biblioteca, um
dos barcodes foi atribuido a um controle. A ligagao foi feita com 2,5ul de Native
barcode, 27,5ul de Ultra Il ligation Master Mix e 1ul de Ultra Il Enhancer, incubados a
temperatura ambiente por 30 minutos e a 70°C por 10 minutos. Depois de
identificadas com barcodes, as amostras foram reunidas em um unico pool de
biblioteca de sequenciamento e passaram por mais uma etapa de purificagdo com

beads magnéticas.
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O préximo passo foi a ligagado de adaptadores com 5ul de Adapter Mix (AMII)
(ONT), 50ul de Ultra Il ligation Master Mix e 1ul de Ultra Il Enhancer. A biblioteca foi,
entdo, incubada por 30 minutos a temperatura ambiente, purificada e quantificada
uma ultima vez. O input da biblioteca final foi de 50ng e utilizou-se o kit SQKLSK109
(ONT) para aplicagao na flow cell (FLOMIN106) do dispositivo de sequenciamento
MinlON (ONT). O software para acompanhamento em tempo real do
sequenciamento foi o MinKNOW 1.15.1 e a duracéo foi de aproximadamente 24

horas.

4.3.7 Criagao de banco de dados e analises de bioinformatica

Apds o sequenciamento, os arquivos de leitura bruta RAW FAST5 gerados
foram convertidos no formato FASTQ, com auxilio do Guppy Basecaller (51),
transformando o sinal elétrico em sequéncia de bases nitrogenadas. Depois, foram
separados de acordo com cada barcode com o Guppy Barcoder (52). Os
adaptadores e barcodes foram removidos usando o Porechop (53).

Foram criados dois bancos de dados em formato FASTA com sequéncias de
COl e Cyt b: um para vertebrados e um para culicideos. As sequéncias foram
retiradas do GenBank (54) e do BOLD (Barcode of Life Database) (55). Os filtros de
pesquisa no GenBank foram: genomic DNA/RNA, Nucleotide, Mitochondrion,
Animals/chordates/vertebrates e Animals/arthropods/insects/flies/mosquitos. Ja no
BOLD foi utilizado o resultado das pesquisas “Chordata” e “Culicidae”. Seqkit (56) foi
utilizada para remover sequéncias duplicadas.

Usando o software Minimap2 (57), as sequéncias das amostras foram
mapeadas com os bancos de dados. O software gerou relatérios com as espécies
que mais foram compativeis com as leituras. Para confirmar os resultados, o arquivo
FASTQ de cada amostra foi convertido em FASTA e a similaridade foi verificada
usando o BLAST (58).

As amostras também foram comparadas com o MiniKraken2 database (59)
para deteccdo de bactérias e virus conhecidos. Em caso positivo para algum agente,
a sequéncia era mapeada contra o genoma de referéncia da espécie identificada e o
arquivo FASTQ convertido em BAM com o software SAMtools (60). O mapeamento

do genoma era, entdo, visualizado com o Tablet (61), a consenso gerada a partir do
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SAMtoolsmpileup e o arquivo FASTQ convertido em FASTA com o SeqtkSeq. A

similaridade também era verificada com o BLAST.

4.4 Ildentificacdao de fontes sanguineas e virus em mosquitos nas areas de

estudo

O protocolo adaptado descrito acima foi aplicado primeiramente nas amostras
de mosquitos alimentados em laboratério e, apds confirmagao dos resultados, foi
aplicado da mesma forma nas amostras de mosquitos de campo (Serra da
Cantareira). A técnica foi utilizada para a investigagado das fontes alimentares dos
mosquitos coletados no PEAL no periodo 1 e no periodo 2. Da mesma forma, o
protocolo foi aplicado para determinar as fontes sanguineas de mosquitos dos outros
locais de coleta (PEC e Terra Preta), assim como para detectar YFV nas fémeas

ingurgitadas dos trés locais de coleta.



44

5 RESULTADOS

5.1 Identificagao taxonomica dos mosquitos

Do periodo de dezembro/2017 a margo/2020, de um total de 130 dias de
coleta, foram obtidos 5329 culicideos (Tabela 1), sendo 5001 fémeas (93,8%) e 328
(6,2%) machos. As amostras ficaram distribuidas entre 14 géneros e 65 espécies
diferentes. As espécies com maior numero de individuos coletados foram Limatus
durhamii (36,7%), Hg. leucocelaenus (15,3%), Ae. scapularis (7,8%), Wyeomyia
(Prosopolepis) confusa (6,5%) e Ae. albopictus (6,4%). Essas espécies tiveram
exemplares de fémeas com vestigios de sangue entre os mosquitos coletados
(Tabela 1).

Das 5001 fémeas coletadas, 163 (3,3%) estavam com algum vestigio de
sangue ou ovos em seu abdémen. Essas ficaram distribuidas em 19 diferentes
espécies de culicideos. As outras espécies com amostragem de fémeas ingurgitadas
foram Ae. fluviatilis, Ae. fulvus, Ae. terrens, Ae. aegypti, Coquillettidia
(Rhynchotaenia) shannoni, Culex (Culex) bidens, Culex (Culex) grupo coronator,
Culex (Culex) nigripalpus, Hg. janthinomys/capricornii, Ps. ferox, Sabethes
(Peytonulus) undosus/fabricii/ignotus, Sabethes (Sabethes)  purpureus,
Trichoprosopon compressum e Wyeomyia (Phoniomyia) fuscipes (Tabela 1). Além
disso, foram coletados individuos de espécies nao identificadas dos géneros Aedes,

Culex, Mansonia, Sabethes e Wyeomyia.
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Tabela 1 - Quantidade de mosquitos coletados na Serra da Cantareira de acordo

com a espécie, de dezembro de 2017 a margo de 2020.

Espécie N % Espécie N %
Aedes (Grg.) fluviatilis 97 1,82 Runchomyia spp. 10 0,19
Aedes (Och.) fulvus 1 0,02 Sabethes (Dav.) petrocchiae 1 0,02
Aedes (Och.) scapularis 416 7,81 Sabethes (Pey.) identicus 25 0,47
Aedes (Pro.) argyrothorax 4 0,08 Sabethes (Pey.) soperi 4 008
Aedes (Pro.) terrens 30 0,56 Sabethes (Pey.) undosus/fabriciifignotus 5% 1,1
Aedes (Stg.) aegypti 67 1,26 Sabethes (Pey.) whitmani 7 013
Aedes (Stg.) albopictus 343 6,44 Sabethes (Pey.) whitmani aff. 1002
Aedes (Stg.) sp. 1 0,02 Sabethes (Sab.) albiprivus 38 071
Aedes spp. 29 0,54 Sabethes (Sab.) gymnothorax 3 006
Coquillettidia (Rhy.) chrysonotum/albifera 2 0,04 Sabethes (Sab.) purpureus 152 2,85
Coquillettidia (Rhy.) hermanoi 2 0,04 Sabethes (Sab.) purpureus aff. 1 0,02
Coquillettidia (Rhy.) shannoni 1 0,02 Sabethes (Sab.) quasicyaneus 4 008
Cogquillettidia (Rhy.) venezuelensis 11 0,21 Sabethes (Sab.) spp. 6 0,11
Coquillettidia spp. 2 0,04 Sabethes (Sbn.) intermedius 43 081
Culex (Cux.) bidens 7 0,13 Sabethes (Sbn.) intermedius aff. 2 004
Culex (Cux.) bilineatus 2 0,04 Sabethes (Sbn.)spp. 4 008
Culex (Cux.) chidesteri 2 0,04 Sabethes (Sho.) tridentatus 1002
Culex (Cux.) declarator 31 0,58 Sabethes spp. 45 084
Culex (Cux.) grupo coronator 1 0,02 Shannoniana fluviatilis 9 017
Culex (Cux.) lygrus 1 0,02 Shannoniana fluviatilis aff. 1002
Culex (Cux.) nigripalpus 105 1,97 Trichoprosopon compressum 8 0,15
Culex (Cux.) quinquefasciatus 3 0,06 Trichoprosopon digitatum 12 0,23
Culex (Cux.) spp. 230 4,32 Trichoprosopon palidiventer/castroi/simile 8 015
Culex (Mcx.) spp. grupo imitator 2 0,04 Trichoprosopon spp. 20 0,38
Culex (Mel.) distinguendus aff. 2 0,04 Wyeomyia (Ant.) alani aff. 1 0,02
Culex (Mel.) intrincatus 1 0,02 Wyeomyia (Den.) complosa 3 006
Culex (Mel.) pereyrai 3 0,06 Wyeomyia (Den.)jocosa 7 013
Culex (Mel.) sacchettae 4 0,08 Wyeomyia (Den.) jocosa aff. 3 0,06
Culex (Mel.) spp. 21 0,39 Wyeomyia (Den.) spp. 2 004
Culex spp. 10 0,19 Wyeomyia (Hys.) autocratica aff. 4 008
Haemagogus (Con.) leucocelaenus 815 15,29 Wyeomyia (Hys.) circumcincta aff. 1 0,02
Haemagogus (Hag.) albomaculatus aff. 2 0,04 Wyeomyia (Men.) leucostigma aff. 1 0,02
Haemagogus (Hag.) janthinomys/capricornii 38 071 Wyeomyia (Mia.) limai 1 0,02
Haemagogus (Hag.) janthinomys/capricornii aff. 6 0,11 Wyeomyia (Mia.) lutzi 3 0,06
Haemagogus (Hag.) sp. 1 0,02 Wyeomyia (Mia.) lutzi aff. 1002
Haemagogus spp. 4 0,08 Wyeomyia (Mia.) sabethea 10,02
Johnbelkinia spp. 5 0,09 Wyeomyia (Pho.) fuscipes 2 004
Limatus durhamii 1954 36,67 Wyeomyia (Pho.) muehlensi 1 0,02
Limatus flavisetosus 1 0,02 Wyeomyia (Pho.) pallidoventer 1002
Limatus spp. 4 0,08 Wyeomyia (Pho.) palmata 1 0,02
Mansonia sp. 1 0,02 Wyeomyia (Pho.) pilicauda 3 006
Onirion brucei aff. 1 0,02 Wyeomyia (Pho.) spp. 24 045
Oniricn personatum aff. 1 0,02 Wyeomyia (Pho.) splendida 2 004
Onirion spp. 2 0,04 Wyeomyia (Pho.) theobaldi 2 004
Psorophora (Jan.) albigenu 2 0,04 Wyeomyia (Prl.) confusa 345 647
Psorophora (Jan.) ferox 10 019 Wyeomyia (Prl.) confusa aff. 6 01
Psorophora spp. 4 0,08 Wyeomyia (Spi.) airosai/howardi/luteoventralis 4 0,08
Runchomyia (Run.) frontosa 1 0,02 Wyeomyia (Wyo.) melanopus 1 0,02
Runchomyia (Run.) reversa 2 0,04 Wyeomyiaspp. 160 3,00
Total 5329 100,00

Legenda: Destacadas em vermelho estao as espécies com amostras de fémeas ingurgitadas.
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Das 163 fémeas ingurgitadas, 94 (57,7%) foram coletadas no PEAL, 45
(27,6%) no PEC e 24 (14,7%) no distrito de Terra Preta (Tabela 2). No PEAL, as
espécies mais presentes foram Ae. scapularis (28,8%), Ae. albopictus (10,7%), Cx.
nigripalpus (9,6%), Hg. leucocelaenus (23,4%) e Li. durhamii (11,7%). No PE da
Cantareira, Hg. leucocelaenus (24,4%) e Cx. nigripalpus (17,8%) tiveram os maiores
nameros de amostras, enquanto no distrito de Terra Preta, apenas Hg.
leucocelaenus (33,3%) se destacou (Tabela 2). O estrato em que cada fémea foi

coletada (solo ou copa) pode ser observado na Tabela 3.

Tabela 2 - Espécies de fémeas ingurgitadas coletadas no PEAL, PEC e distrito de

Terra Preta, no periodo de dezembro de 2017 a margo de 2020.

Espécie culicideo PEI‘:;Q;?;:O PEC Terra Preta
N % N % N %

Aedes (Grg.) fluviatilis 8 319 - - 1 4,17
Aedes (Och.) fulvus - - 1 2,22
Aedes (Och.) scapularis 27 28,72
Aedes (Pro.) terrens 1 106 1 222
Aedes (Stg.) aegypti 1 1,06
Aedes (Stg.) albopictus 10 10,64
Aedes spp. - - 2 444
Coquillettidia (Rhy.) shannoni - - 1222
Culex (Cux.) bidens 5 532 2 444
Culex (Cux.) grupo coronator 1 1,06 - -
Culex (Cux.) nigripalpus 9 957 8 17,78 -
Culex (Cux.) spp. 2 444 1 4,17
Culex (Mel.) sp. 1 2,22
Culex sp. 1 2,22
Haemagogus (Con.) leucocelaenus 22 2340 11 2444 8 33,33
Haemagogus (Hag.) janthinomys/capricornii - - - - 3 12,50
Li. durhamii 1 1,70 1 222 3 12,50
Mansonia sp. 1 2,22
Psorophora (Jan.) ferox 1 2,22
Sabethes (Pey.) undosus/fabricii/ignotus 1 2,22 1 4,17
Sabethes (Sab.) purpureus 1 106 4 8,89 2 8,33
Sabethes (Sab.) spp. 1 2,22 1 4,17
Trichoprosopon compressum 1 222
Wyeomyia (Pho.) fuscipes 1222
Wyeomyia (Pho.) sp. - - - - 1 4,17
Wyeomyia (Prl.) confusa - - 3 667 3 12,50
Wyeomyia spp. 3 319 1 2,22

Total 94 100,00 45 100,00 24 100,00
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Tabela 3 - Numero de fémeas ingurgitadas coletadas nos diferentes estratos, de

acordo com a espécie.

Espécie culicideo N Solo N Copa
Aedes (Grg) fluviatilis 4 Z
Aedes (Och) fulvus 1 -
Aedes (Och) scapularis 27 -
Aedes (Pro) terrens 2 -
Aedes (Stg) aegypti 1 -
Aedes (Stg) albopictus 10 -

Aedes sp. 1
Coquillettidia (Rhy) shannoni 1
Culex (Cux) bidens 7 -
Culex (Cux) grupo coronator 1

Culex (Cux) nigripalpus 17 -
Culex (Cux) sp. 4 -
Culex sp. 1 -
Haemagogus (Con) leucocelaenus 28 13
Haemagogus (Hag) janthinomys/capricornii 1

Limatus durhamii 15 -
Mansonia sp. -

1
Psorophora (Jan) ferox 1
Sabethes (Pey) undosus/fabriciifignotus 2
Sabethes (Sab) purpureus 4 3
Sabethes (Sab) sp. 1
Trichoprosopon compressum 1
Wyeomyia (Pho) fuscipes 1

Wyeomyia (Pho) sp. 1
Wyeomyia (Prl) confusa 6 -
Wyeomyia sp. 4 -

Total 142 21

5.2 Eficacia do protocolo de sequenciamento por nanoporos quanto aos

diferentes estagios de digestao sanguinea

Foram testadas 20 fémeas de Ae. aegypti alimentadas com sangue humano e
20 com sangue bovino. Em relagdo as fémeas que se alimentaram de sangue
humano, 10 testadas estavam em estagio 2 (Figura 13A) de digestdo sanguinea e
10 em estagio 4 (Figura 13B). Ja as que se alimentaram de sangue bovino, 10
estavam em estagio 6 e 10 em estagio 7 (Figura 13C). O sequenciamento do

repasto sanguineo pela tecnologia de nanoporos foi possivel nas fémeas em
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estagios 2, 4 e 6 de digestdo sanguinea. Fémeas em estagio 7 de digestdo nao

tiveram a fonte sanguinea identificada (Tabela 4).

Figura 13 - Estagios de digestdo sanguinea de fémeas de Ae. aegypti alimentadas

com sangue humano ou bovino.

A

Legenda: Em A = fémea em estagio 2, com até 6 horas de digestdo; B = estagio 6, com até 48h de
digestdo; C = Estagio 7, com digestdo completa do sangue e presenca de ovos. Fotos: Esmenia
Coelho Rocha, 2021

Tabela 4 - Amostras de Ae. aegypti alimentadas com sangue humano e bovino, em

diferentes niveis de digestdo sanguinea, testadas com o sequenciamento por

nanoporos.
Es_tégio"de Banda no ael N _Fonte N Média N Mé_dia
Amostra dEgZﬁzo de agarosge amostras a::::fa':::r Identificadas seq:ﬁﬁg;:r das Id;'l"_idsa.?e
Fémea 2 (6h) Com banda forte 10 Humano 10 (100%) 128528 99 18%
Fémea 4 (24h)  Com banda forte 10 Humano 10 (100%) 43357 99 64%
Fémea 6 (48h) Com banda 10 Boi 10 {(100%) 1661 98 78%
Fémea 7 (54h) Sem banda 10 Boi 0 8 0
Macho n/a Sem banda 2 n/'a 0 4 0

A Figura 14 mostra o resultado das reagbes de PCR convencional com os
fragmentos de 228pb dos produtos com primer de humano nas amostras de
mosquitos fémeas (pogos 3, 4, 5 e 6). As fémeas com digestdo de até 6 horas
tiveram bandas ligeiramente mais fortes do que as fémeas com digestao de 24
horas. As amostras em 1 e 2 representam os machos utilizados como controle, sem

a observacao de bandas.
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Figura 14 - Foto de gel de agarose 2% do produto da PCR que amplifica fragmento

de gene humano, com 228 pb.

Machos Fémeas ingurgitadas CN

2 %E-Cel EX

E-Gel Agarose 2%

Legenda: Coluna M = marcador de peso molecular; colunas 1-2 = mosquitos machos; 3 e 5 = fémeas
ingurgitadas com até 6 horas de digestao; 4 e 6 = fémeas ingurgitadas com 24 horas de digestéo; 7 =

branco. Foto: Esmenia Coelho Rocha, 2021

Fragmentos de 271pb dos produtos da PCR utilizando primer de bovino
também foram visualizados nas amostras de mosquitos fémeas, nos pogos 1,2 e 3
(Figura 15). As fémeas com digestdo de até 6 horas tiveram bandas visivelmente
mais fortes do que a fémea com digestao de 48 horas (Figura 15). No pogo 4, esta
uma fémea ingurgitada que teve a digestdo completa, ndo obtendo banda. Nos
pocos 5 e 6 estdo os machos como controles negativos, ndo apresentando bandas
(Figura 15). Todas as amostras foram sequenciadas, inclusive as que néo

apresentaram bandas no gel.
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Figura 15 - Foto de gel de agarose 2% do produto da PCR que amplifica fragmento

de gene bovino, com 271pb.

Fémeas ingurgitadas Machos CN

E-Gel Agarose 2%

Legenda: Coluna M = marcador de peso molecular; 1 e 2 = fémeas ingurgitadas com até 6 horas de
digestdo; 3 = fémea ingurgitada com 48 horas de digestdo; 4 = fémea com digestdo sanguinea

completa; 5 e 6 = mosquitos machos; 7 = branco. Foto: Esmenia Coelho Rocha, 2021

5.3 Adaptacao do protocolo de sequenciamento por nanoporos

Ao avaliarmos as amostras de fémeas de Ae. aegypti e Ae. albopictus
alimentadas em laboratério com sangue humano infectado com Zika virus,
observamos que o sequenciamento unico foi capaz de identificar tanto a espécie de
mosquito, quanto o hospedeiro vertebrado e o patégeno.

Apos mapeamento com o banco de dados de culicideos, foram gerados
relatérios do Minimap com as espécies que tiveram o maior numero de reads
alinhadas com as amostras, no caso Ae. aegypti e Ae. albopictus. Os arquivos
FASTA também foram analisados no BLAST e todas obtiveram uma identidade
maior que 97% com as espécies mencionadas.

Para hospedeiro vertebrado, os relatérios foram gerados a partir do banco de
dados de vertebrados e, da mesma forma, as sequéncias foram analisadas no
BLAST, com identidade maior que 96% com Homo sapiens.

Em relagdo a identificagdo de patdgenos, o MiniKraken gerou relatorios

mostrando o Zika virus nas amostras testadas. A identidade do BLAST foi maior que
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96% (Figura 16) e o mapeamento contra o genoma referéncia mostrou cobertura de
62% no Tablet (Figura 17).

Figura 16 - Sequéncias similares ao Zika virus identificadas pelo BLAST.

Sequences producing significant alignments Download ™ Select columns ~  Show e
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
samtchane M3 1o B B P AT i
v
Zika virus isolate Zika virus/H.sapiens-wi/BRAI2016/ZKV17sem_2016-04-19, complete genome Zika virus 2095 3202 18% 00 9573% 10763 MHB82641.1
Zika virus is e Zil /H.sapiens BRA/2016/ZKV17Hsem_2016-06-16, complete genome Zika virus 2095 3202 18% 0.0 95.73% 10777 MH882535.1
Zika virus isolate Zi /H.sapiens-wt/BRA2016/ZKV17Auri_2016-04-26 _complete genome Zika virus 2095 3202 18% 00 9573% 10752 MHB882528.1
Zika virus isolate Zika virus/H sapiens-wt/BRA/2016/ZKV17Asem_2016-04-26, complete genome Zika virus 2095 3202 18% 00 9573% 10753 MHB882527 1
Zika virus isolate ZIKV_P17_A polyprotein (POLY) gene,_complete cds Zika virus 2095 3202 18% 0.0 9573% 10639 MW1239211
Zika virus isolate Zika virus/H sapiens 16/ZKV17uri_2016-04-19, complete genome Zika virus 2089 3196 18% 00 9565% 10752 MHB82542.1
Zika virus isolate Zika virus/H sapiens-wti 016/ZKV17Nsem_2016-07-27 _complete genome Zika virus 2089 3196 18% 00 9565% 10731 MHB882540.1
Zika virus isolate Zil /H.sapiens 16/ZKV17Msem_2016-07-19, complete genome Zika virus 2089 3196 18% 0.0 9565% 10694 MHB82539.1
Zika virus isolate Zil sapiens 16/ZKV17Lsem_2016-07-12 _complete genome Zika virus 2089 3196 18% 00 9565% 10784 MHBB82538.1
Zika virus isolate Zika virus/H sapiens-wt/BRA2016/ZKV 17.Jsem_2016-06-28,_complete genome Zika virus 2089 3196 18% 00 9565% 10782 MHB82536.1
Zika virus isolate Zika virus/H.sapiens-wt/BRA2016/ZKV 17 Gsem_2016-06-08, complete genome Zika virus 2089 3196 18% 0.0 9565% 10753 MHB82534.1

Figura 17 - Cobertura do sequenciamento da amostra de Ae. aegypti infectada com

Zika virus contra o genoma de referéncia visualizado no Tablet.

l-
110 10.808 {10,8 Kh) -—I 1to 10808 (10,8 Kb}

NCBI Reference Sequence: NC_035889.1. Tamanho: 10.808 pb (10,8Kb).

5.4 Identificagao das fontes sanguineas durante e apés surto no PEAL

No PEAL, foram comparados os repastos sanguineos do vetor Hg.
leucocelaenus durante e apos a epidemia de YFV. Também foram utilizados os
resultados das fontes sanguineas de Ae. albopictus e Ae. scapularis, potenciais
vetores de YFV. Hg. janthinomys/capricornii ndo teve exemplares ingurgitados no
PEAL, assim como espécies de Sabethes que atuam como vetores secundarios de
YFV.

As fémeas de Hg. leucocelaenus se alimentaram de sangue humano durante
e apos a epidemia, 5 e 14 individuos, respectivamente (Tabela 5). Fémeas de Ae.
albopictus coletadas no PEAL foram identificadas com sangue humano apenas no
periodo pds-epidemia. Ja Ae. scapularis teve sangue humano identificado em 12
fémeas coletadas durante o surto e 4 fémeas apods. Além disso, 2 espécimes de Ae.

scapularis apresentaram repastos sanguineos multiplos: sabia e humano, detectado
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em um espécime durante a epidemia; e cdo e humano, identificado no outro

espécime apos a epidemia.

Tabela 5 - Numero de culicideos vetores e potenciais vetores coletados no PEAL

durante e apds surto de febre amarela, com suas respectivas fontes sanguineas.

Espécie mosquito N Repasto sanguineo Periodo coleta
Haemagogus (Con.) leucocelaenus 5  Humano Epidemia
Haemagogus (Con. ) leucocelaenus 14 Humano Pds epidemia
Aedes (Stq.) albopictus 7 Humano Pds epidemia
Aedes (Och.) scapularis 1 Misto: Sabia-barranco e humano Epidemia
Aedes (Och.) scapularis 12 Humano Epidemia
Aedes (Och.) scapularis 4 Humano Pds epidemia
Aedes (Och.) scapularis 1 Misto: Céo e humano Pds epidemia

5.5 Identificacao das fontes sanguineas nas areas de estudo na Serra da

Cantareira

Todas as 163 fémeas com vestigios de sangue foram processadas
individualmente, sendo possivel a identificacdo da fonte alimentar de 107 fémeas
(65,6%) (Tabela 6). Entre essas ultimas, 54,6% continham sangue de mamifero,
6,7% continham sangue de ave e 4,3% apresentaram repastos sanguineos mistos.

Entre os mamiferos, o sangue humano teve o maior numero de detecgéao nas
fémeas ingurgitadas, sendo detectado em 82 amostras (50,3%). Também foi
identificado material genético de primata-ndo-humano da espécie Callicebus
nigrifrons, de cédo e de rato-do-mato em duas amostras de mosquito cada, além de
uma amostra de mosquito com gamba-de-orelha-preta. Em 9 fémeas ingurgitadas
(5,5%), foram detectadas as seguintes espécies de aves passeriformes:
Conopophaga lineata, Pyroderus scutatus, Turdus leucomelas, Turdus rufiventris,
Herpsilochmus rufimarginatus, Platyrinchus mystaceus, Anabacerthia amaurotis.
Entre as aves, sangue de urubu-preto e garga também foram identificados em uma
amostra de mosquito cada. Os repastos mistos foram humano e cdao em uma
amostra, e humano e ave em 6 amostras de mosquitos (3,7%). Nao foi encontrado
sangue de bugio nas amostras.

Hg. leucocelaenus teve uma amostragem de 37 fémeas com repasto

sanguineo, sendo 35 com sangue humano e 2 com sangue de PNH. Dois espécimes
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de Hg. janthinomys/capricornii se alimentaram apenas de sangue humano. Das 18
amostras de Ae. scapularis com conteudo estomacal identificado, 16 estavam com
sangue humano e 2 amostras tinham a combinagdo humano/cdo € humano/ave. As
espécies de culicideos que mais se alimentaram de passaros pertenciam ao género

Culex.

Tabela 6 - Quantidade de mosquitos fémeas e suas respectivas fontes sanguineas
de acordo com a espécie, coletadas na Serra da Cantareira entre dezembro de 2017
e marcgo de 2020.

Fonte sanguinea

Mamiferos (54,6%) Aves (6,7%) Mista (4,3%)
Espécie culicideo Saua - Gambs- Rato-do- . " Humano e Humano e - .
Humano (PNH) Cao derniIh o Urubu-preto Pelecaniforme Passariforme i ave Positivas Negativas ~ Total
a-preta

N % N % N % N % N % N % N % N % N % N % N % N % Total %

Aedes (Gry.) fluviatilis 1 1000 - = = @ = = = = = = - = = - - - - 1 250 3 750 4 100
Aedes (Och.) fulvus 1 100,0 - s s = & 1 100,0 - = 1 100
Aedes (Och.) scapularis 16 88,9 - - - - - - - - - - - - - - 1 56 1 56 18 66,7 9 333 27 100
Aedes (Pro.) terrens 1 800 - - = = 1 500 - e > - - - = = - & = & 2 1000 - = 2 100
Aedes (Stg.) aegypti - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 100,0 1 100
Aedes (Stg.) albopictus 7 1000 - - - - - - 7 700 3 30,0 10 100
Aedes spp. - - - - 1 1000 - - 1 500 1 500 2 100
Coaquillettidia (Rhy.) shannoni 1 1000 - - - - - - 1 100,0 - - 1 100
Culex (Cux.) bidens = = = = 4 80,0 1 200 5 714 2 286 7 100
Culex (Cux.) grupo coronator 1 1000 - - - - - - - - - - - - 1 1000 - - 1 100
Culex (Cux.) nigripalpus i = = - 1 M4 = - = . 1 11 1 1.1 4 44,4 - - 2 222 9 529 8 471 17 100
Culex (Cux.) spp. - - - - - - - - 1 333 - - - - 1 33,3 - - 1 333 3 1000 - - 3 100
Culex (Mel.) sp. - - - - - - - - - - - - - 1 1000 1 100
Culex sp. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 100,0 1 100
Haemagogus (Con.) leucocelaenus 35 946 2 54 - - = - - = e - o - - = - - - - 37 902 4 98 41 100
F (Hag.) janthir pricornii 2 1000 - - - - - - - - - = - - @ - - - - 2 667 1 333 3 100
Li. durhamii 12 923 - - - - - - - - - 5 = = " . - - 1 77 13 867 2 133 15 100
Mansonia sp. _ - - - - 11000 1 100
Psorophora (Jan.) ferox - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 1000 1 100
Sabethes (Pey.) undosus/fabricii/ignotus 2 1000 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 2 1000 - - 2 100
Sabethes (Sab.) purpureus - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 7 1000 7 100
Sabethes (Sab.) spp. 2 100,0 2 100
Trichoprosopon compressum 1 1000 1 100
Wyeomyia (Pho.) fuscipes 1 1000 1 100
Wyeomyia (Pho.) sp. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 1000 1 100
Wyeomyia (Prl.) confusa 1 100,0 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 167 5 833 6 100
Wyeomyia spp. 2 66,7 - 1 - - - - - - - - - - - - - - - 3 750 1 250 4 100
Total 82 503 2 12 2 12 1 06 2 12 1 0,6 1 0,6 9 5,5 q 06 6 37 107 656 56 344 163 100

Na Figura 18, é apresentada a proporgdo das reads geradas no
sequenciamento e alinhadas com cada fonte sanguinea, além do numero total de
reads para cada espécie de mosquito. As espécies Hg. leucocelaenus, Li. durhamii e
Ae. scapularis que estavam entre as espécies com maior numero de amostras

coletadas, também tiveram os maiores numeros de DNA mitocondrial sequenciado.
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Figura 18 - Numero de reads de COIl e Cyt b por espécie de mosquito e proporgéo

por fonte sanguinea.
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Tanto a quantidade quanto a variedade de espécies de hospedeiros
vertebrados foi maior em fémeas ingurgitadas coletadas a nivel do solo, quando
comparado a copa (Tabela 7). Entretanto, o esfor¢co de coleta ndo foi o mesmo para
os dois diferentes estratos. No solo foram coletadas fémeas alimentadas de
humano, macaco, gamba4, roedor e aves. Todas as fémeas com multiplos repastos
foram coletadas a nivel de solo. Ja na copa, foi encontrado repasto sanguineo de
humano, de PNH da espécie Callicebus nigrifrons, conhecida como saua e também

espécie de rato-do-mato (Akodon montensis).
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Tabela 7 - Quantidade de repastos sanguineos de acordo com espécie e estrato.

Repasto sanguineo Nsolo* % Ncopa* %
Homo sapiens (humano) 70 75,27 12 85,71
Callicebus nigrifrons (saua - PNH) 1 1,08 1 7,14
Mamiferos  Canis lupus familiaris (cao) 2 215 -
Didelphis aurita (gamba) 1 1,08 - -
Akodon montensis (rato-do-mato) 1 1,08 1 7,14
Coragyps atratus (Urubu-preto) 1 1,08 -
Mesembrinibis cayennensis (Ave pelecaniforme) 1 1,08 -
Herpsilochmus rufimarginatus (Ave passariforme) 1 1,08 -
Conopophaga lineata (Ave passariforme) 1 1,08 -
Aves Anabacerthia amaurotis (Ave passariforme) 1 1,08 -
Platyrinchus mystaceus (Ave passariforme) 1 1,08 - -
Pyroderus scutatus (Ave passariforme) 2 2,15 - -
Turdus rufiventris (sabia) 1 1,08 -
Turdus leucomelas (sabia-barranco) 2 2,15 -
Canis lupus familiaris e Homo sapiens 1 1,08 -
Herpsilochmus rufimarginatus e Homo sapiens 1 1,08 -
Misto Leptotila rufaxilla (Ave columbiforme) e Homo sapiens 1 1,08 -
Ardea alba (garga) e Homo sapiens 2 2,15 -
Turdus leucomelas e Homo sapiens 1 1,08 - -
Coragyps atratus e Homo sapiens 1 1,08 - -
Total 93 100,00 14 100,00

Legenda: * = Excluido do N as ingurgitadas sem identificagéo de fonte sanguinea no sequenciamento

(negativas).

5.6 Detecgao de virus amarilico nas areas de estudo

Das 163 amostras processadas, uma fémea de Hg. leucocelaenus estava

infectada com o virus da febre amarela, confirmada por RT-qPCR com primer de

Flavivirus (Ct = 20) (Figura 19). Essa fémea estava ingurgitada com sangue humano.

Foi possivel sequenciar o genoma completo do virus a partir da amostra do

abdémen da fémea. A cabeca e o térax do mosquito também foram testados e

confirmados com a infecgéo por YFV, porém nao tiveram carga viral suficiente para o

sequenciamento genético. Essa fémea foi coletada no PEAL, em 11 de janeiro de

2018, com a técnica do puga, no nivel de solo. No segundo periodo, apods

desaparecimento dos bugios, ndo foram encontradas amostras infectadas.
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Figura 19 - Curva de amplificagdo de flavivirus em amostra de fémea de Hg.

leucocelaenus ingurgitada, confirmando a presencga do virus da febre amarela.
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Na figura 20, os valores destacados referem-se ao YFV identificado, em que
0,46 = proporcao das reads de YFV em relac&o ao total das reads da amostra, 1443
= numero total de reads atribuidas a YFV, S = (species) identificada a nivel de

espécie e 11089 = numero de identificacdo da sequéncia de referéncia.

Figura 20 - Identificacdo pelo MiniKraken (a esquerda) e pelo BLAST (a direita) do

virus da febre amarela a partir da amostra do abdémen da fémea de Hg.

leucocelaenus ingurgitada.
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6 DISCUSSAO

Em nosso estudo, realizamos a identificagdo de mosquitos coletados em trés
areas da Serra da Cantareira, selecionando as fémeas ingurgitadas para determinar
as fontes sanguineas e a presenca do virus da febre amarela. Para isso, adaptamos
um protocolo para deteccido da espécie de mosquito, da espécie de vertebrado e de
arbovirus em uma unica biblioteca de sequenciamento por nanoporos.

Apesar do extenso periodo de coletas entomoldgicas e mais de 5 mil fémeas
coletadas, houve um numero reduzido de espécimes com vestigios no abdémen.
Isso pode ser explicado pelo conjunto de técnicas utilizadas. A aspiragdo humana
movel por pucga foi responsavel pelo maior numero de exemplares e costuma atrair
fémeas a procura de alimentacdo sanguinea. Por essa razdo, foi importante
adicionar aspiragdes por Nasci, técnica eficaz para coleta de fémeas ingurgitadas
(62). As fémeas alimentadas tendem a ficar em repouso e por isso ndo sdo muito
coletadas pelo puca (63). Trabalho realizado por Mucci e colaboradores (63),
utilizando a técnica de aspiragdo humana mével com puga, encontrou 1,4% de
fémeas ingurgitadas em relacdo ao total de coletadas. Aqui, associando trés
técnicas de coleta entomoldgica, tivemos 3,3% de fémeas ingurgitadas em relagao
ao total de fémeas, sendo possivel a amostragem de fonte alimentar de 29% do total
de espécies coletadas.

As espécies com o0 maior numero de amostras coletadas foram espécies que
habitam ambientes silvestres, como as dos géneros Limatus, Haemagogus,
Sabethes, Wyeomyia e Trichoprosopon. Ainda que em numero reduzido, também
coletamos a espécie Ae. aegypti, frequentemente associada a ambientes urbanos
(64, 65) . Isso pode estar relacionado ao fato de a area estudada ser inserida na
RMSP e ter contato com os limites das areas urbanas (34). As espécies de
mosquitos vetores da FA, Hg. leucocelaenus e Hg. janthinomys/capricornii, além dos
potenciais vetores, Ae. albopictus e Ae.scapularis, e espécies do género Sabethes,
que podem atuar como vetores secundarios, também foram coletados em nosso
estudo. Ae. albopictus e Ae. scapularis merecem atencao por serem encontradas em
areas de transi¢ao, entre areas preservadas e mais urbanizadas (66). Ae. albopictus
ja teve a competéncia vetorial comprovada para o YFV em condigbes de laboratorio
(13, 67) e Ae. scapularis ja foi encontrado naturalmente infectado com o mesmo
virus (9, 68).
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Estudo recente de Telles de Deus e colaboradores (69) encontrou diversidade
semelhante a nossa, com coletas também em areas da Serra da Cantareira, onde as
espécies mais frequentes foram WYy. confusa, Li. durhamii, Sa. albiprivus, Sa.
purpureus e Hg. leucocelaenus. Em atualizagdo sobre a fauna de mosquitos do
PEC, publicada em 2020, as espécies mais frequentes foram Wy. confusa, Li.
durhamii, Culex (Carrollia) iridescens, Culex (Melanoconion) vaxus e Culex (Culex)
dolosus (70). O estudo fez coletas mensais de 2015 a 2017 e utilizou técnicas para
coletas de mosquitos adultos e formas imaturas. Tubaki e colaboradores (71)
realizaram coletas de formas imaturas em ocos de arvores do PEC e encontraram
alta frequéncia de Hg. leucocelaenus, Culex (Culex) dolosus, Aedes argyrothorax e
Aedes terrens.

As coletas entomolégicas foram realizadas em periodo compativel com
habitos diurnos dos vetores de febre amarela. Apesar disso, houve uma boa
representatividade de Culex, mas nao de Mansonia ou Anopheles, de habitos
noturnos (2). As técnicas de coleta entomoldgica e os estratos florestais foram
complementares, visando aumentar a chance de captura de culicideos de habitos
acrodendrofilos. Telles de Deus e colaboradores (69) concluiram que as coletas na
copa das arvores do bioma Mata Atlantica apresentam maior riqueza de mosquitos
diurnos de importancia médica, como os dos géneros Haemagogus e Sabethes,
quando comparadas com as realizadas em solo.

A maior quantidade de fémeas ingurgitadas foi obtida no PEAL, onde foi
possivel realizar coletas entomoldgicas consecutivas durante o periodo de maior
mortalidade dos primatas ndo humanos, devido ao surto de febre amarela.

Em nosso estudo, o MinlON foi utilizado pela primeira vez na deteccédo de
fontes alimentares em diferentes estagios de digestdo sanguinea. Entender em
quais fases de digestdo sanguinea é possivel identificar a fonte alimentar pelo
sequenciamento por nanoporos foi essencial para direcionar as investigagdes
realizadas com os mosquitos coletados em campo.

Pelo sequenciamento, foi possivel identificar as fontes sanguineas de fémeas
com digestado de até 48 horas (estagio 6 de Sella), apesar de as fémeas com sangue
fresco terem gerado significantemente maior niumero de reads. No entanto, o menor
namero de reads em fémeas com sangue digerido nao interferiu na identificacdo do
repasto sanguineo e na percentagem da identidade com os hospedeiros. O baixo

nuamero de reads nas fémeas gravidas (estagio 7), assim como nos controles
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negativos, ndo foi suficiente para que os programas realizassem a identificagao das
fontes sanguineas. Apesar disso, em nosso estudo, o sequenciamento mostrou
sensibilidade para um estagio a mais de digestdo sanguinea da escala Sella, se
comparada com trabalho semelhante de Mukabana e colaboradores (72). Os
autores avaliaram a diferenca na amplificacdo da PCR de DNA humano em
Anopheles gambiae alimentado artificialmente com diferentes estagios de digestéao,
e conseguiram identificar com sucesso fémeas com até 32h de digestdo apds o
repasto.

Na pesquisa que conduzimos, utilizamos mais de um alvo mitocondrial. O
objetivo foi disponibilizar o maior numero de sequéncias de diferentes espécies em
nosso banco de dados para comparagdo com as sequéncias encontradas em
nossas amostras, conferindo maior especificidade aos resultados. Foi fundamental
empregar primers mitocondriais de vertebrados para a identificacdo dos
hospedeiros, uma vez que o protocolo SMART-9N foi desenvolvido originalmente
apenas para identificacdo de virus de RNA. Adicionado a isso, um sequenciamento
ou PCR de fontes sanguineas nao trariam resultados sobre infecgdo viral,
necessitando uma abordagem a parte, como RT-qPCR.

O MinlON se mostrou eficaz na detecgédo de virus como Ebola (73, 74),
dengue (75), Zika (76), febre amarela (77), influenza (78, 79), virus flock House (80)
e variola bovina (81). No entanto, ainda ha poucos estudos sobre fontes sanguineas
de insetos hematéfagos com essa geracdo de sequenciadores. Martinez e
colaboradores (82) utilizaram o MinlON para a deteccdo de fontes alimentares de
culicideos coletados na Colédmbia (Aedes serratus, Wy. abebela, Psorophora albipes,
Culex eknomios, Psorophora ferox e Culex browni). Embora o alvo de
sequenciamento de Martinez e colaboradores (82) (12S rRNA) tenha sido diferente
do nosso, o MinlON se mostrou eficaz em identificar mamiferos, aves e uma espécie
de réptil como fontes sanguineas dos mosquitos estudados.

Recentemente, Kipp e colaboradores (83) usaram o Nanopore Adaptive
Sampling (NAS) para identificagdo de fontes sanguineas. Apesar do numero
reduzido de amostras, os autores obtiveram sucesso na identificagcao de trés das
cinco amostras testadas (Aedes vexans, Culex restuans, Aedes trivittatus, Culex
territans e Chrysops niger). Foram detectados sangue de coelho (Sylvilagus

floridanus) e passaro (Passer domesticus).
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O NAS consiste numa pipeline seletiva de bioinformatica, que possibilita o
enriquecimento do sequenciamento de genomas referéncias, como 0 genoma
mitocondrial dos hospedeiros vertebrados utilizado no trabalho supracitado. O NAS,
de acordo com o protocolo desenvolvido pela ONT (84), visa o enriquecimento ou
deplecdo de uma unica referéncia genémica. Em nosso estudo, buscamos o
sequenciamento unico de trés alvos, e, desta forma, o NAS nao seria apropriado
pois potencialmente inibiria a identificagdo de um dos trés alvos.

Técnicas baseadas em hospedeiros especificos para a identificacdo de fontes
alimentares foram utilizadas por Carvalho e colaboradores (24), que fizeram uso de
PCR com primers especificos, e Lorosa e colaboradores (85), com anti-soros
especificos pela técnica de precipitina. Essas técnicas podem limitar as chances de
identificacdo de uma maior variedade de espécies, necessitando de uma reacao
diferente para cada hospedeiro. Para a identificacdo molecular de uma maior
variedade de espécies de hospedeiros vertebrados, utilizamos o sequenciamento de
DNA barcode, com regides conservadas mas com diferencas suficientes para
identificacdo taxonémica (86). Somado a isso, com o protocolo aqui adaptado, foi
possivel realizar a identificacdo da espécie vetora e de arbovirus no mesmo
sequenciamento.

As identificagdes moleculares e morfolégicas de culicideos se complementam,
uma vez que ambas apresentam limitacdes. Na técnica molecular, frequentemente
observamos uma lacuna em bancos de dados de sequéncias de espécies. Por outro
lado, na identificacdo taxondmica baseada em caracteres morfolégicos, a
preservacdo do material é fundamental. E importante ressaltar que nas amostras de
campo, dependendo da técnica de coleta e forma de conservacao do material, pode
haver espécimes com estruturas danificadas, o que, consequentemente, pode
dificultar ou mesmo impossibilitar a identificacdo até o nivel de espécie. Podemos
citar estudo feito por Kirchgatter e colaboradores (87), que associaram a
identificacdo morfolégica com DNA Barcoding para espécies morfologicamente
similares do género Mansonia. Os autores também sequenciaram regido de barcode
do gene COI e concluiram que os mesmos grupos de culicideos identificados
molecularmente foram formados pela taxonomia morfoldégica, mostrando que a
técnica é util para superar os desafios da taxonomia classica e para tornar os
resultados mais consistentes. Quanto aos hospedeiros vertebrados, a maior parte

das sequéncias nos bancos de dados sdo referentes a genes mitocondriais,
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dificultando uma analise apenas por metagendémica, que necessitaria de sequéncias
completas dos genomas de diversas espécies.

O protocolo adaptado aqui pode ser empregado para identificacdo rapida e
para obter respostas sobre circulacdo viral. Com ele, foi possivel a detecgao viral
nos mosquitos, no entanto, ndo foram gerados genomas completos do Zika virus
nas amostras que foram infectadas artificialmente. As sequéncias geradas do virus
sao relativamente baixas se comparadas com o sequenciamento do genoma dos
hospedeiros (tanto vetor quanto vertebrado). Para uma analise completa do genoma
viral podem ser utilizadas técnicas ja validadas para tal, como PCR Multiplex e
metagendmica (50).

Com o objetivo de compararmos o comportamento alimentar de espécies
vetores e potencialmente vetores do virus da febre amarela durante e apds o pico
epidémico da doenga no PEAL, analisamos individualmente as fémeas ingurgitadas
coletadas na area durante o periodo de alta mortalidade de bugios e o periodo apos
o desaparecimento desses grupos. Durante o surto de febre amarela, a unica fonte
alimentar identificada no abdémen das fémeas coletadas foi de hospedeiro humano.
A auséncia da detecgdo de sangue de bugio nas fémeas durante o periodo em que
ainda havia grupos destes PNHs no PEAL pode ser explicada pelo fato de termos
realizado as coletas exclusivamente em solo naquele periodo. A coleta na copa das
arvores, onde os vetores Hg. leucocelaenus e Hg. janthinomys/capricornii costumam
estar presentes (88, 89, 90), so6 foi realizada no periodo seguinte do pico da
epidemia por questdes operacionais.

No periodo pds-epidemia, notou-se que a maior parte do conteudo sanguineo
presente no abdémen das fémeas coletadas também era de humanos. Contudo, é
importante destacar que o conteudo do abdémen das fémeas ingurgitadas n&o se
mostravam com coloragdo vermelha intensa, o que sugere que € pouco provavel
que elas tenham se alimentado dos préprios coletores. Vale ressaltar que a equipe
de coleta estava completamente protegida, com vestimentas adequadas e vacinados
contra YFV. De toda forma, a técnica empregada nas plataformas nas copas de
arvores (puca) ainda envolvia a atragdo de fémeas a procura de repastos
sanguineos, o que restringiu o numero de ingurgitadas coletadas nas copas das
arvores. Embora o comportamento alimentar dos vetores na area nao tenha

demonstrado diferencas apds o surto, destaca-se a alta antropofilia observada.
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Em outros locais de coleta da Serra da Cantareira, a antropofilia também foi
observada. Hg. janthinomys/capricornii se alimentou exclusivamente de humano,
enquanto Hg. leucocelaenus se alimentou de seres humanos e PNH da espécie
Callicebus nigrifrons (saud). Essa espécie de PNH ja foi encontrada infectada por
YFV com proporcdo e CTs semelhantes aos das carcacas infectadas de PNHs do
género Alouatta (91). Alencar e colaboradores (92) analisaram fontes hematofagicas
de fémeas de Hg. janthinomys em diferentes estados do Brasil e os dados
demonstraram um comportamento oportunista e eclético desses mosquitos em
relacdo a alimentagdo, alternando entre hospedeiros silvestres e domésticos de
acordo com a disponibilidade. Hg. capricornii, similarmente, parece se alimentar de
diversos animais, com alta deteccédo para aves (93), apesar de ja ter sido descrita
uma afinidade pelo sangue humano (94), assim como Hg. leucocelaenus (94). A
proximidade de alguns dos nossos pontos de coleta com moradias e também o fato
de o parque ser frequentado pela populacdo humana podem ter influenciado o
comportamento oportunista dessas espécies.

Em relagéao aos potenciais vetores de YFV, como Ae. albopictus, a antropofilia
ja foi observada em alta propor¢cdo em mosquitos silvestres de diferentes regides do
mundo (95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102). Isso foi corroborado em nosso estudo, no
qual as fémeas dessa espécie, coletadas na Serra da Cantareira, se alimentaram
exclusivamente de sangue humano. Quanto as fémeas de Ae. scapularis, ja foram
encontradas com repastos multiplos por Mucci e colaboradores (63), assim como foi
observado no presente trabalho. Alimentagdo sanguinea mista realizada por fémeas
de mosquitos pode indicar discordancia gonotrofica, como ja demonstrado em Ae.
aegypti e Ae. albopictus (103). Um estudo em parques da cidade de Sao Paulo
observou o comportamento com padrao aleatorio em Aedes crinifer, Ae. albopictus,
Ae. fluviatilis, Ae. scapularis, Ae. serratus, Coquillettidia venezuelensis e Ps. ferox,
sem tendéncias de selecdo de hospedeiros. O sangue humano, no entanto, esteve
presente em todas as alimentagdes mistas e foi a principal fonte sanguinea (24).

Culex nigripalpus e Culex quinquefasciatus demonstraram afinidades
alimentares pelos sangues de aves e caes, respectivamente (24). Em nosso estudo,
espécies do género Culex apresentaram comportamento alimentar de multiplas
fontes, com uma tendéncia a fonte sanguinea de diversos passaros. A discordancia
gonotrofica ja foi reportada para a espécie do mesmo género, Cx. quinquefasciatus
(104).
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Outras espécies que identificamos com presencga de sangue humano em seus
abdomens foram Limatus durhamii, Wyeomyia confusa e Coquillettidia shannonni.
Um exemplar de Li. durhamii estava com sangue misto de humano e ave. Apesar de
nao ser atualmente considerada uma espécie importante para saude publica, ja foi
apontada por ser a espécie da tribo Sabethini mais provavel a domiciliagao (1). Mais
estudos sao necessarios sobre essas espécies, uma vez que podem também
apresentar um comportamento oportunista.

Nao observamos especificidades nos comportamento sanguineo das
espécies coletadas. A discordancia gonotrofica em mosquitos aumenta as chances
de contato do vetor com o hospedeiro, favorecendo a transmisséo de patégenos que
o inseto pode albergar (104, 105). Além disso, o perfil alimentar oportunista dos
mosquitos hematéfagos pode significar mudangas na dindmica de transmisséo de
arbovirus (24), favorecendo a transmissdo ao homem, ja que outros animais podem
servir como ponte de patégenos que circulam em ambientes rurais e silvestres.

Em nossa pesquisa, também detectamos uma fémea de Hg. leucocelaenus
infectada com o virus da febre amarela. Além de ter sido detectado no abdémen, o
virus também foi encontrado na cabecga, indicando uma infeccdo prévia a
alimentagao sanguinea mais recente.

Estudo anterior coletou mosquitos entre maio de 2015 e maio de 2018 em 44
municipios de 5 estados brasileiros (Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo,
Séo Paulo e Bahia) e indicou Hg. leucocelaenus e Hg. janthinomys como o0s
principais mosquitos vetores na regiao (9). Além de terem detectado virus da febre
amarela em pools de Hg. leucocelaenus e Hg. janthinomys também detectaram esse
patdgeno nas espécies Sa. chloropterus, Ae. scapularis e Ae. taeniorhynchus, mas
sugerem um papel secundario desses mosquitos no ciclo de transmissao do virus
(9). Sete espécies de mosquitos coletados em 2017, em diferentes areas do estado
do Espirito Santo, foram encontradas naturalmente infectadas com YFV, dentre elas
Hg. leucocelaenus, Hg. janthinomys/capricornii € Sa. chloropterus (90). O virus
amarilico também foi encontrado em fémeas de Sa. chloropterus e Sa. albiprivus no
estado de Minas Gerais, em coletas realizadas em 2021 (106).

Em nossa pesquisa, a constatacdo de que Hg. leucocelaenus foi a segunda
espécie mais abundante e o achado de uma fémea infectada com YFV, reforca a
hipétese sobre o papel de Hg. leucocelaenus no ciclo silvestre da doenga. Apesar de

Hg. janthinomys/capricornii ndo ter sido encontrado infectado em nosso estudo, n&o
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significa que a espécie ndo tenha desempenhado papel importante no surto na
regido. Dado seu comportamento acrodendréfilo, € fundamental a coleta voltada
para a copa das arvores para uma avaliagao mais precisa.

ApoOs o periodo de desaparecimento de bugios, ndo foram encontradas em
nosso estudo fémeas infectadas, o que sugere que o ciclo da febre amarela foi
interrompido com a morte dos primatas ndo humanos.

No presente estudo, buscamos respostas para lacunas do conhecimento
sobre o cenario impactante do surto de febre amarela na Serra da Cantareira. Foi
um momento oportuno para conduzir esta pesquisa abrangente sobre os mosquitos
da regiao, incluindo identificacdo de espécies importantes, habitos alimentares e a
investigacao da circulagao viral. Isso levou a adaptagao do protocolo descrito aqui,
com o uso eficaz do sequenciamento por nanoporos, de uma maneira pratica e
viavel para poder ser reproduzido em laboratorios que n&do possuem grandes
estruturas de sequenciamento, assim como para auxiliar novos estudos sobre

arboviroses.
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7 CONCLUSAO

> |dentificamos a presencga de vetores do virus da febre amarela na Serra da
Cantareira como Hg. leucocelaenus e Hg. janthinomys/capricornii;

> O sequenciamento por nanoporos se mostrou eficaz em identificar repastos
sanguineos com até dois dias de digestdo em fémeas de culicideos;

> 0O sequenciamento por nanoporos pode ser utilizado para avaliagdo do
comportamento hematofagico de culicideos, confirmagdo da espécie vetora e
identificacdo de virus em uma unica biblioteca, o que tem potencial de contribuir com
pesquisas sobre a dinamica de transmissao de arboviroses;

> O comportamento alimentar de vetores da febre amarela no PEAL n&o
demonstrou diferencas apds o surto, no entanto foi possivel observar tendéncia a
antropofilia;

> As espécies de culicideos coletadas na Serra da Cantareira apresentaram
comportamento alimentar oportunista, o que pode acarretar em mudangas nas
dinamicas de transmissao de arboviroses;

> Os resultados confirmam a circulagdo do virus na regido estudada e o papel

de Hg. leucocelaenus como importante vetor na regiao.
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