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RESUMO

Este estudo objetivou obter a densidade populactmaedes aegypte identificar a
presenca de virus dengue em formas aladas do a@tiadas em diferentes periodos
do anono municipio de Sao Luis, Maranh&o. Foram coletadosquitos em trés
periodos: seco (novembro e dezembro de 2008), sbufroarco e abril de 2009), e
intermediario (julho e agosto de 2009). Foram ais 320 imdveis em oito bairros
previamente sorteados de dois distritos: Coréi8aigo, Lira, Goiabal e Jodo Paulo
(Distrito Centro); e Itapirac6, Residencial Canydosnjunto Cohatrac | e Vila Luisédo
(Distrito Cohab). Utilizou-se aspirador mecanicgatio a bateria para captura dos
alados. ApoOs contagem, identificacdo e armazenameos espécimes foram
encaminhados ao Instituto Evandro Chagas, em Adana) Estado do Pard, para
realizacdo das analises viral e molecular por setdo viral e Transcricdo Reversa
seguida pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (R}-H@Rbém foram obtidos os
dados climatoldgicos referentes ao periodo de estaoram coletados 563 mosquitos
A. aegypti com predominéncia de alados no periodo chuvdm,havendo diferenca
significativa na quantidade de espécimes por peridé&ambém nao foi observada
correlacdo positiva e negativa entre os fatoreétiabs e o nimero de alados. Em
relacdo aos bairros, o Jodo Paulo e o Goiabal evhtiv densidades estatisticamente
significantes. Os exemplares Aeaegyptiforam divididos em lotes, considerando-se 0s
bairros de coleta, sendo formados 13 no periodo, s28 no chuvoso e 15 no
intermediario. O isolamento viral e a RT-PCR da®stnas ndo atestaram positividade
para os virus dengue. Esses resultados mostramdpresidade da. aegyptiaumentou
no periodo chuvoso e os bairros Jodo Paulo e Ga@pbesentaram a maior quantidade
de exemplares, evidenciando que em Sao Luis, osefaclimaticos influenciam a

flutuac&o sazonal do vetor.

Palavras-chaveA. aegypti Variaveis climaticas. Dengue. Virus.
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ABSTRACT

This study aimed to obtaiedes aegyptdensity population and to identify the
presence of dengue virus in adults vector colleatadifferent periods of the year in Sao
Luis, Maranhdo. Mosquitoes were collected in thpeeiods: dry (November and
December 2008), rainy (March and April 2009) anterimediate (July and August
2009). Were visited 320 properties in eight neighbods previously drawn from two
districts: “Coréia de Baixo”, “Lira”, “Goiabal” antlodo Paulo” (“Distrito Centro”) and
“ltapiracd”, “Residential Canudos”, “Conjunto Cotat I” and “Vila Luisdo” (“Distrito
COHAB”). We used mechanical vacuum on the battergatchA. aegyptiadults. After
counting, identification and storage, the specim@aee sent to the “Instituto Evandro
Chagas”, in Ananindeua, State of Par4a, to carntloaiimolecular and viral analysis for
virus isolation and Reverse Transcription followsdPolymerase Chain Reaction (RT-
PCR). Also obtained climatological data for theipeérof study. We collected 563
mosquitoesA. aegypti with predominance of adults in the rainy seadmt, not have
significant difference in the amount of specimeh®oaegyptiper period. There was
also no positive and negative correlation betwden factors and the number Af
aegyptiadults. About the neighborhoods, “Jodo Paulo” a@diabal” were obtained
statistically significant densities. Specimens Af aegyptiwere divided into pools,
considering the neighborhoods of collection, wighfdrmed in the dry season, 23 in the
rainy season and 15 in the intermediate periodal\fsolation and RT-PCR of samples
were not positive for the attested dengue viruses€hresults show th#. aegypti
density increased during the rainy season and tle&d' Paulo” and “Goiabal”
neighborhoods had the largest number of specims&®ying that in Sdo Luis, the

climatic factors may to influence the vector seasdictuation.

Key Words:A. aegypti Climatic variables. Dengue. Virus.
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1 INTRODUCAO

O dengue € considerado a doenca de transmissaoiavetom maior
crescimento no mundo. Essa enfermidade tem conmieagéoldgico tipos de virus do
GéneroFlavivirus, caracterizados por apresentarem quatro sorodptigenicamente
distintos: Virus Dengue 1 (VDEN1), Virus Dengue \2DENZ2), Virus Dengue 3
(VDENS3) e Virus Dengue 4 (VDEN4) (RICO-HESSE, 198ENTE; RICO-HESSE,
2006).

A doenca é transmitida por mosquitos do Gérexdes— Aedes(Stegomyia
aegypti(Linnaeus, 1762) AedeqStegomyinalbopictus(Skuse, 1894¢ a transmissao
é feita pela picada de fémeas infectadas (MARZOQM84). Apds alimentar-se do
sangue de um individuo doente e se tornar um \mitancial, a fémea esta apta a
transmitir o virus, depois de oito a doze dias mmilbacdo extrinseca. A doenca se
manifesta clinicamente em quinze dias apés a pidadaosquito infectado. Humanos e
mosquitos s&o os principais hospedeiros do viroguwke sendo que o vetor permanece
infectado por toda a sua vida (GUBLER, 1997; WH@)D.

As caracteristicas clinicas do dengue dependendaldeido paciente. Os
lactentes e as criancas podem apresentar uma déebrgainespecifica, geralmente
com uma erupc¢ao cutanea maculopapular. Adolescerddaltos podem apresentar um
sintoma febril discreto ou a doenca incapacitafdeseca, Dengue Classico (DC) ou
Febre do Dengue (FD) com febre alta de inicio abtugefaléia intensa, dor
retroorbital, mialgia e artralgia, nausea e vomieosrupcéo cutanea (WHO, 1997).

Em casos mais graves, o dengue pode ser acompardedepistaxe,
hemorragia gengival e gastrointestinal, hematUriae¢rorragia, caracterizando casos
tipicos de Febre Hemorragica do Dengue (FHD), seadgrincipal alteracéo
fisiopatoldgica que determina a gravidade da dgencaxtravasamento de plasma
(WHO, 2006).

Na Sindrome de Choque por Dengue (SCD), a condisi&a dos pacientes
deprime repentinamente, depois de uma febre gue drudois a sete dias. Ha sinais
tipicos de insuficiéncia respiratoria: a pele saddria, manchada e congestionada, e,
além disso, a frequéncia do pulso torna-se maiglaas pacientes em estado de
choque podem morrer se um tratamento adequado ardapficado imediatamente
(WHO, 2007).
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O dengue é hoje a mais importante arbovirose (tederivado do idioma
inglés, como abreviatura da expresséihiropod borne viruscriada para designar os
tipos de agentes virais veiculados por artropodes) afeta 0 homem e constitui um
problema de saude publica no mundo, ocorrendo ipalmente em paises tropicais.
Cerca de 50 a 100 milhdes de pessoas sao infea@adabnente por virus dengue, em
mais de 100 paises, e estima-se que destas, 40200 acometidas pela FHD, 550
mil doentes precisam de hospitalizacdo e 20 milremorem consequéncia da doenca
(WHO, 2007; MACIEL et al., 2008).

O Brasil permaneceu por mais de 20 anos sem octaréda doenca, desde a
erradicacdo d@\. aegypti principal vetor do dengue, do territorio brasdeem 1955
(TAUIL, 1986). A dispersdo dos virus dengue pelasisgs vizinhos levou a
reintroducdo do dengue no Brasil em 1981 com aeeqiml ocasionada por VDEN1, em
Boa Vista, Estado de Roraima (OSANAI, 1983; TRAVAESDA-ROSA et al., 1998).
Em 1986, o dengue apareceu no Estado do Rio dealan&iando a grande epidemia
causada por VDEN1 (SCHATZMAYR et al., 1986), quegit cerca de 95.000 casos
até 1987 (FIGUEIREDO et al., 1998).

O problema da transmissdo do dengue no Brasil éeagsavado nos ultimos
anos. O maior numero de casos ocorreu em 1998p gendtradas cerca de 560 mil
notificacdes. Nos dois anos seguintes houve umac&dacentuada, chegando a 238
mil em 2000 (MS, 2001). Em 2009, o pais registr®d. B58 casos no periodo de janeiro
a junho (MS, 2009).

O aumento de casos do dengue é resultante da eew@ntestacdo do pais
pelo mosquitoA. aegypti também responsavel pela transmissdo da febreemar
urbana (FORATTINI, 2002). A expanséo das areascoeréncia da doenca associa-se
ainda a urbanizacdo, sem a devida estrutura darsamto (COSTA et al., 2008). Tais
fatores contribuem tanto para a dispersdo ativandsquito como também para a
disseminacgéo dos quatro sorotipos da doenca.

Considerando-se o dengue como problema de sautlegpélpelo fato de ndo
existir vacina, a deteccdo e a sorotipagem de \demgue por Transcricdo Reversa
seguida pela Reagédo em Cadeia da Polimerase (R]-R@Rando amostras do vetor
sdo uma poderosa ferramenta para a vigilancia mjodtegica. A presencga do virus em
mosquitos coletados no campo permite a detecc@pidemias em um periodo anterior
a exploséao dos casos (ZEIDLER et al., 2008).
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O presente estudo objetiva identificar a presengavilus dengue em
mosquitosA. aegypti coletados no municipio de S&o Luis, Estado doahtdio e
relacionar a densidade dos vetores com dados olibgiatos, nas estacdes seca e

chuvosa da regiao.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Historico do Dengue

Os primeiros relatos de uma epidemia semelhant®@aaconteceram em
1779 e 1780, quando casos ocorreram em Bataviard@acno Cairo e na Filadélfia.
Essa ocorréncia simultdnea de casos em trés coiedica que o virus dengue,
assim como o0 mosquito vetor, apresentava uma hiigtio mundial nos tropicos ha
mais de 200 anos (HENCHAL; PUTNAK, 1990).

Apds uma epidemia de dengue em Brisbane (Austr@ia)l905, na qual se
estimou que um terco da mao-de-obra ficou incapd&ide trabalhar, Bancroft, um
meédico clinico geral que trabalhava na area ruealBdsbane, demonstrou que 0s
mosquitos da espécke aegyptique se alimentaram em pacientes com dengue, foram
capazes de transmitir o dengue para pessoas $AASKOV, 2003). Em 1944, Sabin
fez o primeiro isolamento do virus dengue, ten@mntificado dois sorotipos conhecidos
como VDENL1 e VDEN2 (SABIN, 1952 apud. RUDNIK, 1967)

Até a Il Guerra Mundial, as epidemias de denguatactam em intervalos de
10 a 30 anos. Durante esse periodo, o dengue es&detado uma doencga benigna de
curso néo fatal, proveniente dos visitantes dgsdos. No referido periodo, ocorreu a
co-circulacdo de sorotipos do virus dengue no Sedisiatico com um aumento da
atividade epidémica. A primeira descricdo de umdespia de FHD, foi em Manila, no
ano de 1953 (GUBLER, 1998), quando foram isoladuospacientes com esta nova
sindrome, os virus dengue tipos 3 e 4 (SABIN, 1@f2d. RUDNIK, 1967).
Juntamente com o crescimento descontrolado daslesdeepidemias de FHD se
tornaram grandes problemas de saude publica emsvdaiises desta regiao (RIGAU-
PEREZ et al., 1998).

No periodo de 1950 até meados de 1970 era rarargéncia de epidemias de
dengue no continente americano, uma vez que oipaineetor da doenca, A. aegypti
havia sido erradicado na maioria dos paises da idan€entral e do Sul, devido a
campanha realizada pela Organizacdo Pan-Americarttadde (OPAS). No final da
década de 70, o programa perdeu forcas e 0 moseplitsu a ocupar os lugares dos

quais havia sido eliminado. Durante o século X¥aasmissao urbana do virus tornou-
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se problema de saude publica de relevancia e nawalsda necessidade de transmissao
enzootica (exclusivamente entre animais) (GUBLER22 GUZMAN; KOURI, 2002).

2.2 Dengue no Brasil

No Brasil o dengue € hoje objeto da maior campalehsalde publica, que se
concentra no controle dd. aegypti Unico vetor reconhecido como transmissor do virus
do dengue no pais. Este mosquito esta adaptado repseduzir nos ambientes
doméstico e peridoméstico, utilizando-se de reotpe descartaveis e / ou que
armazenam agua potavel e que acumulam agua des¢luavaumente encontrados nos
lixos das cidadesu, 2o01).

A primeira epidemia de dengue no pais, com casosfire@dos
laboratorialmente, foi ocasionada pelos sorotip@s4lna cidade de Boa Vista, Estado
de Roraima, g0s um siléncio epidemiologico, o sorotipo VDENYadiu o Sudeste
(Rio de Janeiro) e o Nordeste (Alagoas, Ceara,ardraco, Bahia, Minas Gerais) em
1986-1987, espalhando-se pelo pais desde entdoa @ntrada dos sorotipos VDEN2
em 1990-1991, e VDEN3 em 2001-2002. O dengue eragst presente em 3.794
municipios brasileiros, sendo responsavel por celea60% das notificagcbes nas
Ameéricas. Aléem disso, os trés sorotipos do dengi&oecirculando em 25 dos 27
Estados brasileiros, contribuindo para a incidédemformas graves do dengue (FHD e
SCD) nas cidades onde se registraram epidemiaersgqis por pelo menos dois
sorotipos diferentes (SCHATZMAYR et al., 1986; HALESAD, 1990; NOGUEIRA et
al., 1991 ponausio, 1999; nocueira et al, 200MIAGOSTOVICH et al., 2002; MS, 2008

A regido Nordeste sempre apresentou incidéncicaeééede casos de dengue.
No periodo decorrido entre 1998 e 2001, chegou€&s®2 a48 registros, correspondendo
a 46,30% dos casos nacionais (FNS, 2002). Em 2068n registrados 83.365 casos, e
em 2007, 148.303 ocorréncias na mesma regido ¢o(pk8, 2007). No periodo de
janeiro a junho de 2008, houve 242.740 casos coafios na regido, e em 2009, no
mesmo periodo verificou-se uma reducdo para 12&82&s (MS, 2009).

2.3 Dengue no Maranhao
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No Estado do Maranhdo,A aegyptifoi introduzido em S&o Luis, capital do
Estado, em 1969, mas s6 chamou a atencdo dos didgadsalde no ano de 1995,
quando se detectaram os primeiros casos de DC top d& Cohab-Anil. Em 1996
ocorreu a primeira epidemia na ilha de Sao Luisy d0641 casos notificados, que
prosseguiu até 1998, havendo dificuldade para moafdo dos casos em laboratério.
Em 2001 foi isolado o sorotipo VDENZ2, e até julh® 2006, os sorotipos VDENL1,
VDENZ2 e VDEN3 foram detectados como circulantesMaranhdo (MS, 2006). Em
2006 e em 2007 ocorreram 6.540 e 14.616 notificac@spectivamente (MS, 2006;
2007). Além disso, verifica-se 0 aumento da forrea=#iD e a ocorréncia de Obitos:
foram registrados 163 casos durante o ano de 2@0dp que destes, 7,97% evoluiram
para Obito. O Maranhao também foi o terceiro Estamio 0 maior nimero de registros
de FHD da regido Nordeste e segunda posi¢cdo emraloeemortes pela doenca em
2007, abaixo apenas do Piaui (MS, 2007).

Em 2008, foram notificados 1.256 casos suspeitodetigue em Sao Luis.
Destes, 608 foram confirmados para o DC e 82 p&itdlx (SINAN, 2008). De janeiro
a junho de 2009, foram notificados trés casos de kbl Estado e nenhum 6bito (MS,
2009).

2.4 Dengue em criangas e mulheres

Os primeiros relatos de FHD no Sudeste Asiaticaanfo registrados
principalmente em criancas, pois nessa fase caas@anmi-se 95% dos casos, 0 que se
considerou devido a imunidade existente na popolagulta (CHAN, 1987). No
entanto, algumas epidemias na india e em ilhasadiiéo tém afetado em sua maioria,
adultos (BHARAJ et al., 2008). Nos paises da Anaécienforme o local e a época, ora
predomina em criangas, ora em adultos. Em algusesamo na epidemia de Santiago
de Cuba de 1997 por VDENZ2 todos os pacientes gesath FHD eram adultos, pois a
infeccéo precedente por VDEN1 havia ocorrido 2Gsaries (GUZMAN et al., 2002).

O estudo cuidadoso da epidemia de 1981 em Cubaadauyor VDEN2,
permitiu comparar adultos e criangcas quanto a énoia das formas mais graves da
doencga, e verificou-se que as taxas de letalidadecreancas de trés a quatro anos
corresponderam a 25,4 por 10 mil infec¢des seciaddpor VDEN2, taxas bem mais



26

altas do que nas criangas acima de cinco anoss Hases estabelecem uma poderosa
associagdo entre a idade do individuo e o riscanderer por uma sindrome de
permeabilidade vascular durante uma segunda irdgugéVDEN2 (GUZMAN et al.,
2002).

No Brasil, varios autores tém demonstrado a predé@ncia dos casos de
dengue em mulheres e criancas. Um estudo feito unticipio de Caxias, Estado do
Maranh&o, revelou que dos 905 casos da doencaraeigis na cidade entre os anos de
2000 a 2006, 53,48% corresponderam ao sexo fem{RIR&ITAS, 2007). Resultados
semelhantes foram encontrados por Vasconcelos Y1893 Araguaina, Estado do
Tocantins; e Nascimento et al. (2003) em Belémadestio Pard. Uma das explicaces
para esta diferenca entre 0os sexos seria a maionapéncia da mulher no
intradomicilio ou peridomicilio, locais onde predoantemente ocorre a transmissao
do dengue (FORATTINI, 2002).

Ainda, em decorréncia do processo de endemizacdertpue no Brasil, apos
sua reermegéncia ha 26 anos, vem ocorrendo umangauda sua distribuicao etaria,
havendo um progressivo aumento da incidéncia ealadade em menores de 15 anos.
No Maranhdo, conforme dados da Secretaria MunidpaSaude de Sao Luis, entre
2003 e 2007, foram notificados 9.046 casos de dengucapital maranhense. Destes,
33% foram em criancas menores de 15 anos e a tareodalidade foi de 74% nessa
faixa etaria, o que tem comprovado a maior agrielgie do dengue em pessoas de
menor idade (SMS, 2007). O mesmo quadro epidemaundqi verificado em Manaus,
Estado do Amazonas, entre 2006 e 2007, com aunségrigicativo da proporcao de
casos de dengue em menores de 15 anos e da pmp@g@asos graves neste grupo
etério (ROCHA; TAUIL, 2009).

2.5 Virus dengue

O virus dengue é classificado em 04 sorotipos coma@omplexo dentro da
FamiliaFlaviviridae. A particula viral madura é esférica com um diamee cerca de
50 nandmetros, contendo uma Unica fita de mMRNAd@dibonucléico mensageiro),
com polaridade positiva e de aproximadamente 1lra@ifdeotideos (JONES et al.,
2003) (Figura 1). O genoma apresenta uma pequegidores’ capeada e nao
codificadora, uma regido aberta de leitura cordemdis de 10.000 nucleotideos, e a
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regidao nao codificadora terminal 3', que é desmltave cadeia poli-A. A janela aberta
de leitura codifica trés proteinas estruturaisamminacdo 5’, que sdo as proteinas do
capsideo (pC), da membrana (pM) e do envelope (pEprma imatura do virus
contém a proteina precursora da proteina de membkan(prM) (HENCHAL,;
PUTNAK, 1990; MONATH; HEINZ, 1996). A proteina Caéprimeira a ser traduzida e
se associa com 0 RNA para formar o nucleocapshigooteina prM é clivada ap6s a
saida do virus da ceélula, deixando uma pequenaipaoestrutural M ancorada no
envelope do virus e abandonando a maior partejraesgo pr no meio extracelular. A
formacdo da proteina M parece ser crucial, finatipao evento da morfogénese do
virion (HENCHAL; PUTNAK, 1990). A glicoproteina denvelope é responsavel por
um grande espectro de atividades bioldgicas ingtuitigacéo aos receptores celulares
do hospedeiro, fusdo a membrana e entrada nestig@ssc@lém do mais, ela estimula o
sistema imune do hospedeiro através da indugcaootie;fo (SAEJUNG et al., 2006).

O genoma do virus dengue apresenta ainda setein@a® NS (ndo
estruturais): NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b® Nfas funcdes ainda ndo estao
totalmente identificadas. O virus se acopla adakusceptiveis por dois mecanismos:
o complexo virus-anticorpo (ndo neutralizante tlpmnoglobulina 1gG) une-se ao
receptor Fc dos macréfagos e mondcitos; ou aindayrédo aos monacitos por via de
um receptor viral sensivel a tripsina (LEITMEYERaét 1999).
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Figura 1. Estrutura molecular do virus dengue.
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2.6. Incubacéo intrinseca e extrinseca do virus dgue

A transmissdo do virus dengue compreende doisscidointrinseco, que
ocorre no organismo humano durante a viremia, gae de um dia antes do
aparecimento da febre até o sexto dia da doerg@&x&inseco que ocorre N0 mosquito
que apos realizar repasto sanguineo em individigztado na fase aguda aguda da
doenca, adquire juntaente com o0 sangue o virusegusultiplica, por um periodo de
oito a doze dias e, a seguir, migra para as glasdsdlivares do inseto. A partir de
entdo, o vetor torna-se competente para transanitoenca, até o final da vida, que é de
seis a oito semanas par&.oaegyptiGUBLER, 1997; WHO, 2001).

Assim como outros arbovirus, a dinamica de replicado VDEN em
mosquitos infectados oralmente, depende da temparafas quais 0S mosquitos sao
mantidos, a cepa, quantidade de virus ingeridossiyelmente a espécie e cepa do
mosquito. Todavia, o tempo entre a ingestdo do VIPEN mosquito e sua habilidade
de transmitir a infeccéo (periodo de incubacaoimséro) é altamente dependente da
temperatura ambiental e da quantidade de virusridtoggRICO-HESSE, 1990;
CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA 1994; FORATTINI, 2002

2.7 Transmissao transovariana do virus dengue

A transmisséo transovariana do virus dengue, orf@emea passa o patdégeno
para sua descendéncia, ocorre em laboratorio eto@ema. Tipicamente, a fémea do
artropode infecta seus descendentes em taxas bemidas (BEATY; MARQUARDT,
1996). Rosen et al. (198%pservaram maior taxa de transmissao vertical Aem
albopictus em comparacdo corA. aegypti,tendo sido detectada a transmissdo do
sorotipo 1 por esta espécie. Em outros trabalhosarssmissdo transovariana dos
sorotipos 2, 3 e 4 também foi detectadafenaegypti(KHIN; THAN, 1983; HULL et
al., 1984). Segundo Joshi et al. (2002) a trangimissansovariana permite ao virus
dengue persistir em geracdes sucessivas de masgaittaxas de 5% a 26% em

laboratorio, embora na natureza nao deva ocorxarrteior que 20%.



29

2.8 Vetores do dengue e dindmica da transmisséao

O A. aegypti vetor do dengue e também da febre amarela urlEanam
mosquito altamente doméstico. Esta espécie pert@nc@rdem Diptera, Familia
Culicidae. Os Dipteros se desenvolvem através ddamogfose completa
(holometabolia), e o ciclo de vida compreende quigses: ovo, larva (quatro estadios
larvarios), pupa e adulto (CONSOLI; LOURENCO-DE-OHIRA 1994;
FORATTINI, 2002).

O A. aegyptifoi importado da Africa para a América durantebogizacio e o
trafico de escravos, disseminou-se para toda a faopical em vista de seu peculiar
modo de reproducado e hoje é considerado cosmogBIRAS, 2000). No Hemisfério
Ocidental a espécie esta inteiramente relacionadaapopulagdo humana. Depdsitos
artificiais utilizados em abundancia pela sociedadederna, constituem os mais
importantes criadouros responsaveis pela producadonamutencdo de grandes
populacdes do vetor. Esse mosquito costuma picantki o dia e tem preferéncia
acentuada por sangue humano (GADELHA; TODA, 19&€5RETTINI 2002).

A circulacdo dos virus dengue depende da formalgrsg organiza o espago
geografico dos centros urbanos, a migracao huntamado de vida de suas populacdes
e 0s seus reflexos no ambiente. Esses fatores coadicOes para a proliferacdo dos
vetores, bem como a circulacéo e introducdo desceipais (TEIXEIRA et al., 1999).
Em muitas regides tropicais as deficiéncias notabesento de agua encanada fazem
com que muitos habitantes passem a armazenariddigas domicilios. Por sua vez, a
aglomeracdo humana propicia condi¢cdes para o aondenhimero de mosquitos que
entram em contato com a populacdo. Outro habitorgrado nas comunidades pobres
vem a ser o acumulo do lixo, no qual é possivebetnar recipientes passiveis de servir
como criadouros (FORATTINI, 2002; PINHEIRO; TADER002).

Além disso, a propagacao dos virus causadores migudeé facilitada pelo
aumento da intensidade e velocidade do trafegm adterrestre. Esses agentes podem
ser rapidamente transportados no sangue de pgsstadoras da infeccao, e, como o
periodo de viremia € de aproximadamente oito dedlita sua disseminacdo pelo
mosquito vetor (GUBLER, 1997).
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Atualmente o eixo dos programas de controle do uegm sido o combate
aos mosquitos vetores mediante a vigilancia vdteria aplicacdo de inseticidas, que
vem apresentando baixa eficacia e altos custos\PAERO03; MACIEL et al., 2008).

O desenvolvimento de uma vacina contra os virudetmgue, com eficacia e
seguranca, permitiria o controle da doenca, de imsasemelhante ao controle da febre
amarela. Entretanto, antes da disponibilizacaonde wacina, recomenda-se estudos de
soroincidéncia e/ou prevaléncia para avaliacdoeepinldgica de base populacional.
Esta situacdo representa um desafio, pois grande gas municipios brasileiros nao
apresenta estrutura fisica, como a existéncialaed#orios para a realizacao de andlises
moleculares que agilizem a diagnose em pacientd<C(HL et al., 2008).

Considerando-se esta realidade, a deteccao e #pagen dos virus dengue
por RT-PCR, em mosquitos vetores vem se mostranto importante ferramenta na
vigilancia epidemioldgica. A presenca de virus emsquitos coletados em campo
permite sua deteccdo de seis a oito semanas anie&id da epidemia (PINHEIRO et
al., 2005; URDANETA et al., 2005; ZEIDLER et alQ@B). Varios protocolos de RT-
PCR em amostras clinicas para deteccao e idegfificde sorotipos dengue tém sido
utilizados para a deteccdo dos sorotipos do deaguearios paises (LANCIOTTI et
al., 1992; HOUNG et al. 2001).

No Estado do Maranhéo, foram iniciadas pesquisasgetectar e monitorar a
circulacao dos sorotipos do dengue em mosquitasdaale de Caxias (LUCENA et al.,
2007) e em S&o Luis (LUCENA et al., 2008). No ettapstudos mais abrangentes
tornam-se necessarios, com coletas de mosquitodivarsas areas da cidade e em
diferentes periodos do ano para se obter infornsacglie comportamento do virus
dengue de acordo com a sazonalidade e com os sndeaensidade do vetor nos

bairros do municipio de S&o Luis, Maranhé&o.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

» Estimar a densidade populacional Aleaegyptie a taxa de infec¢do por virus

dengue em diferentes periodos no municipio de 8&) Maranhé&o.

3.2 Especificos

e Calcular o indice de densidade populacional deoala@A. aegyptinos bairros

de Sé&o Luis em diferentes periodos do ano;

» Correlacionar o indice populacional Ae aegypticom os fatores climéticos de
precipitacdo pluviométrica, umidade relativa de &mperatura,

» Detectar os sorotipos do virus dengue &maegypticoletados em diferentes

bairros, usando as técnicas de RT-PCR e Isolamvérath

* Mapear as areas das cidades de S&o Luis, com deeidade dé. aegypti

para subsidiar os Programas de Controle.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo

Trata-se de um estudo descritivo transversal,za#dd no municipio de Séo
Luis, situado na llha de Sao Luis, ao norte dodestlo Maranhdo (02° 31’ 47” Sul e
44° 18 10" Oeste), altitude de 24,391 m e &rea88& Knf que corresponde
aproximadamente a 0,24% do territorio do Estadmudicipio ocupa mais da metade
da llha (57%) e a populacdo se distribui entreroentbano, com 122 bairros (que
constituem a regidao semi-urbana) e em 122 povofgles formam a zona rural). A
cidade estd dividida em 15 setores fiscais e 23@oba loteamentos e conjuntos
residenciais (FUNDACAO IBGE, 2002).

Atualmente o municipio encontra-se dividido em sks&itos sanitarios (DS):
Centro, Itaqui-Bacanga, Coroadinho, Cohab, Bequjnm#aical e Vila Esperanca. Em
2000, a populagdo era de 855.442 habitantes, das §22.935 urbanos (381.019
masculinos; 441.916 femininos) e 32.507 rurais §46. masculinos e 15.831
femininos). A contagem da populacdo em 2007 apo@5u515 habitantes no Estado
(IBGE, 2008).

O clima é tropical quente e umido, com duas estag@ehuvosa (janeiro a
junho), com precipitacao pluviométrica média deb4.enm; e a de estiagem (julho a
dezembro). A temperatura varia entre 28 a 30°Cpéaiia. A umidade relativa do ar
apresenta valor maximo em abril, quando a regidordra-se no periodo chuvoso e
temperaturas mais amenas, chegando a 79% em navequnbndo a regido encontra-se
na época seca e com temperaturas mais elevadasniGipio de Sao Luis é cortado por
diversos rios e estuarios, entre eles pode-se: @iail, Bacanga, Tibiri, Mosquito,
Mocajituba, Anténio Neves, Sdo Jodo e PaciénciBRE-LEGAL, 2008).

4.2 Amostragem

Foram selecionados aleatoriamente dois distritosdnicipio de S&o Luis e
em cada um destes, sorteados quatro bairros ztaotdl oito bairros: Distrito Centro —
Coréia de Baixo, Lira, Goiabal e Jodo Paulo; erasCohab — Itapiracd, Residencial

Canudos, Conjunto Cohatrac | e Vila Luiséo (FiglixaEm cada um dos bairros foram
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sorteados quatro quarteirdes e dez imoveis pottajtér, perfazendo um total de 32
quarteirdes e 320 imdveis. As visitas foram feiiastamente com supervisores e
agentes de controle do dengue da Secretaria MahogpSaude de Sao Luis.

Foram obtidos os niveis de precipitacédo pluvioroatrumidade relativa do ar e
temperatura no Laboratério de Meteorologia da Usidade Estadual do Maranhéo.



Fonte: http://www.scielo.br/pdf/rsbmt/v41n4/a07v4lpdf. Modificado por: PORTO, J. A. S., 2010.
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4.2.1 Célculo do Tamanho da Amostra

Os oito bairros pesquisados apresentam um tothl @0 imoveis, segundo
a listagem de Distritos e Bairros fornecida pelgilincia Epidemioldgica de S&o Luis.
Considerando-se um erro amostral toleravel de 6% (E06), o nUmero representativo

de imoveis para a realizacdo das coletas, seguadoeta (2002), foi obtido pelas

formulas:
1 N X o
N = > n =
Eo N + o
Onde: Onde:
no = Primeira aproximacéao do tamanho da = Tamanho da amostra;
amostra; N = Numero de elementos da populacéo;
Eo” = Erro amostral toleravel. no = Primeira aproximacédo do tamanho da
amostra.
Sendo: Sendo:
Eo = 0,06. ng = 277,7;
Temos: N =11.640.
Temos:
1
no = 5 N X rb
EO n =
N+ g
1
Ng =
(0,06 . 11.640 x 277,7
11.640 + 277,7
1
Np =
0,0036 3.232.428
n =
11.917,7
N = 277,7

n = 271, 2imoveis
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O numero obtido no célculo amostral (271,2 imévisy arredondado para
272 imoveis, e dividido pela quantidade de bairms,seja, oito, resultando em 34
imoOveis por bairro. Para que o numero de imovessdaexato e distribuido de forma
igual em cada quarteirdo (ou seja, quatro quadeigbr bairro), preferiu-se aumentar
em seis 0 numero de imoveis para cada bairro,izatedlo 40 iméveis visitados por
bairro, sendo dez por quarteirdo. No total forasgpesados 320 imoveis.

4.2.2 Critérios de Nao Inclusao e Exclusao

N&o foram incluidos nesta pesquisa 0s imdéveis abote que no momento da
visita, encontravam-se abandonados, ou aqueles wmmog proprietarios estavam
ausentes ou ainda nos que estivessem apenas meeorgade. Foram excluidos e
substituidos na pesquisa, 0s imdveis que na segunderceira coletas, houve recusa

dos proprietarios a entrada da equipe, ou queesstwn fechados.

4.3 Caracterizacao das areas de coletas

No Distrito Centro os bairros de realizacdo dasteslforam Coréia de Baixo,
Lira, Goiabal e Jodo Paulo. Estes se caracterizmaxisténcia de esgoto a céu aberto
Ou mesmo corregos proximos as residéncias, o qeelze 0 acumulo de lixo jogado
pela populacdo. Nos imoveis € frequente o encotraecipientes utilizados para
armazenar agua por falha no sistema de abastecirpébtico, o que propicia locais
para o desenvolvimento de formas imaturas Alo aegypti Apresentam pouca
vegetacdo, grande parte das ruas € asfaltada eicsiamdas casas possui terrenos
extensos onde € comum a criagdo de animais dowestic

No Distrito Cohab as coletas foram realizadas nasrds Itapiraco,

Residencial Canudos, Conjunto Cohatrac | e Vilas&oi Com excecdo do Conjunto
Cohatrac I, os demais bairros apresentam exteesad& vegetacdo, o que contribui
para a criacdo de insetos, e algumas ruas sentaasfato. No entanto, em todos, é
possivel observar lixo jogado em terrenos baldeservatorios para armazenamento de

agua e sistema de saneamento basico deficiente.
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4.4 Coleta dos alados

4.4.1 Periodo de Coleta

As coletas foram feitas de novembro de 2008 a agdst 2009, e eram
realizadas de segunda-feira a sexta-feira, das008a0L2h00 e das 14h00 as 18h00,
sendo realizadas em trés periodos: seco (de 20wenbro ao dia 12 de dezembro de
2008), chuvoso (de 23 de margo a 03 de abril d®)2@)intermediario (término do
chuvoso e inicio do seco) (de 23 de julho a 05gtesta de 2009). Os bairros foram
visitados de forma alternada, sendo feitas coldtagsas em 20 imoQveis por bairro
(seguindo-se a sequéncia: Coréia de Baixo, Liraialiady Jodo Paulo, Itapiracé,
Residencial Canudos, Conjunto Cohatrac | e Vilss&a) e ao término dos quatro dias
de visita no Ultimo bairro, retornava-se ao primerepetindo-se a seqiiéncia, em mais
20 imoveis, totalizando 40 iméveis por bairro e 880veis no total.

Nos trés periodos, tanto nos quarteirbes como m@seis, quando ocorria
algum imprevisto pelo imével estar fechado ou hageusa, fazia-se a visita no imovel
mais proximo. Adotou-se este procedimento em teddsairros, para manter constante
0 numero de 10 imdveis visitados por quarteirdo (EW) e permitir as analises
comparativas da densidade de mosquitos entre oedaalém de minimizar os efeitos
de variacdo dos fatores climaticos, como chuvasdantas de temperatura.

Do primeiro para o segundo ciclo de coletas, hoagenas 02 recusas de
moradores (0,62% do total de iméveis visitados3 enveis fechados (7,18% do total
de imoveis visitados). Apds a substituicdo dosrigds imodveis, do segundo para o
terceiro ciclo de coletas obteve-se 03 recusa8¥0 o total de iméveis visitados) e 29
imoveis fechados (9,06% do total de imoveis visigd

4.4.2 Técnica de captura dé. aegypti

A captura dos alados foi feita utilizando-se asjwramecanico movimentado
embaixo dos moéveis e nas partes mais elevadas sitiémeia para aspiracdo dos
mosquitos que estivessem em repouso. O aspiradstitciu-se de um tubo de material
PVC de cerca de um metro de comprimento contenda hélice no seu interior
(movimentada por bateria de 12 volts), que prownta corrente de ar que puxa 0s

mosquitos (NASCI, 1981) (Figura 2). Realizou-sespiracdo em todos os comodos do
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imoével (Figura 3) e na area peridomiciliar (Figddaem que havia a possibilidade de
abrigar mosquitos. O esfor¢co de coleta foi pademozem 15 minutos para cada
residéncia.

Os espécimes capturados foram anestesiados cordaalgembebido em
acetato de etila no interior do tubo vedado e egnida, foram transferidos para gaiolas
entomoldgicas, colocadas no interior de caixas sigar, para manter a umidade
necessaria para manté-los vivos durante o trarespt@t o laboratorio onde foi feita a
identificacdo em nivel de espécie, com chaves egiftcacdo (FORATTINI, 2002), no
microscopio estereoscopico. A seguir, os espéciatam separados por sexo, contados
e acondicionados em microtubos, numerados seqlreecite e identificados com
informacfes do bairro, local e data da coleta, tgate de espécimes e sexo dos
individuos, e mantidos em freezer a -86°C no Cemdrd’esquisa Clinica do Hospital
Universitario da Universidade Federal do Marani@ZBREC/UFMA).



Foto: IBIAPINA, S. S. 2008

Foto: BEZERRA, J. M. T. 2009

39

Figura 3. Aspirador mecénico acoplado a
bateria, utilizado na captura de
alados dAA. aegypti

Figura 4. Coleta de alados dé. aegypti no
intradomicilio em imével do bairro
Coréia de Baixo, Sdo Luis, Maranh&o.

Foto: IBIAPINA, S. S. 2008

Figura 5. Coleta de alados dé. aegypti no
peridomicilio em imo6vel do bairro
Coréia de Baixo, S&o Luis, Maranh&o.
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4.5 Registro de material e Analises Viral e Molecat

Essa fase da pesquisa foi realizada no Institutan&w Chagas (IEC) em
Ananindeua, Estado do Para. Os espécimes coletbmtasn encaminhados ao
Laboratério de Entomologia onde foi feita a configho da identificacdo dos
exemplares e aos Laboratorios de Cultura de Céril@ologia Molecular para o
isolamento viral e a realizacédo da RT-PCR, resgatiente.

Os exemplares dk. aegyptiforam divididos em lotes que continham de 1 a 37
mosquitos para as analises viral e molecular, dersndo-se os bairros e os periodos
de coleta. Os exemplares machos e fémeas foransaid separadamente, para
verificacdo de transmisséao transovariana do viemgue. Quando houve o encontro de
apenas um mosquitd. aegyptimacho ou fémea durante as coletas, o exemplao Unic
constituia um lote.

Os lotes foram registrados no Livro de Identifieac@® Amostras da Secao de
Arbovirologia e Febres Hemorragicas do IEC. O nameée lotes diferiu em cada

periodo: 13 no seco, 23 no chuvoso e 15 no intéaried

4.5.1 Preparacao dos espécimes para as analises

Os espécimes dA. aegyptiforam macerados em solucdo de PBS (tampéo
salino fosfato pH 7,4) contendo albumina bovina, &%, penicilina (100 Ul/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL), de acordo com o Prdtoate Reynes (1995). O
sobrenadante foi filtrado e a solugéo resultantegaaenada a -86°C até a realizacdo da
extracdo do RNA.

4.5.2 Manutencéo de cultura de células clone da hagem C6/36 déA.

albopictus

As técnicas para o isolamento viral foram a propagae a manutencdo das
células clone C6/36 d&. albopictus(American Type Culture Cell Colection/ATCC),
utilizando-se o meio Leibowitz modificado com glaiaa (L-15), acrescido de triptose,
aminoacidos nao essenciais, penicilina (100 Ul/nekjreptomicina (100 pg/mL), soro
bovino fetal (SBF) a 5% para meio de crescimen#éo286 para o de manutencdo. As
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células foram mantidas a temperatura ambiente (@motde 28°C) com repiques
semanais em garrafas plasticas de 25 com 10 mL de meio de crescimento. A
suspensao de células foi utilizada na proporcab: 8@ de meio de crescimento, sendo
distribuidos 10 mL por garrafa de 25%<m1 mL por tubo de 16 X 125 mm que se

desejasse preparar para a inoculagéo.

4.5.3 Inoculagdes em culturas de células

A inoculagao foi realizada em tubos de 16 X 125 wom monocamadas
celulares semiconfluentes, trés a quatro dias apépique. A suspensdo de mosquitos
foi filtrada e inoculada em tubos contendo célutéene C6/36. Os tubos foram
deixados a temperatura ambiente (em torno de 2&@)pservados diariamente em
microscépio Optico invertido até a verificacdo deite citopatico ou até o 14° dia.
Nesse ponto as suspensdes de células foram caletpdgparadas laminas para
confirmacado da infeccédo viral por imunofluorescériadireta e extracdo de RNA para
preparagcdao do DNA complementar (cDNA) por RT-PCRaounazenada em freezer -

80°C até o uso.

4.5.4 Técnica de Imunofluorescéncia Indireta

O meétodo utilizado foi o descrito previamente paobier et al. (1984). Foram
usadas células clone C6/36 inoculadas com suspeles@mosquitos e como controle
negativo foram usadas células ndo infectadas. @eriaia contidos nas laminas (20 pL
em cada orificio) foram secos e fixados com acetlumante 10 minutos a temperatura
de -20°C. Em seguida, foram acrescidos 10 pL deaapbs policlonais antiflavivirus
na diluicdo de 1:20 em PBS (pH 7,4) e as laminashadas a 37°C em camara umida
durante 30 minutos. A seguir, as laminas foramdasam PBS por dez minutos, e uma
vez, rapidamente, em agua destilada e, secas &rmoma ambiente. Em seguida,
foram adicionados 10 pL de conjugado (antianticog® camundongo ligado a
isotiocianato de fluoresceina) na diluicdo de 1:860 PBS pH 7,4, sendo entdo, as
laminas incubadas a 37°C em camara Umida duranteniBOtos. Foi repetido o
processo de lavagem com PBS e agua destiladaaPamostras positivas na triagem

com anticorpos policlonais, foi feito um segundogadimento desta vez utilizando
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anticorpos monoclonais para identificar o sorotiypal (VDEN1, VDENZ2, VDEN3 e
VDEN4). Finalmente, as laminas foram secas a testyner ambiente, montadas com

glicerina tamponada pH 8,2 e laminulas de vidro.

4.5.5 ExtracOes do RNA viral

O meétodo usado para extracdo do RNA viral foi orelagente Trizol LS
(Invitrogen/San Diego/USA), seguindo orientacdes fdbricante. Para extracdo do
RNA foi utilizado 0,25 mL de cada amostra e adiamm 0,75 mL de Trizol LS. Em
seguida foi adicionado 0,2 mL de cloroférmio pasala 0,75 mL de Trizol LS. Apés
centrifugacdo a fase aquosa foi retirada cuidadestemevitando perturbar as outras
fases e colocadas em microtubos novos. Para peegdpi do RNA, foi acrescido 0,5
mL de alcool isopropilico (essa quantidade é pada®,75 mL de Trizol LS), seguida
de centrifugacédo e descarte do sobrenadante. Agobrenadante ser desprezado e o
microtubo seco a temperatura ambiente (em torrB88(€), adicionou-se ao precipitado
de RNA total 20uL de agua livre de RNase, e incubou-se 5 min ad&% resfriou-se
por 5 min a temperatura ambiente. O RNA foi utti@gamediatamente, ou estocado a -

86 °C até o momento do uso.

4 5.6 RT-Semi-Nested-PCR

O RNA extraido foi eluido em &gua livre de RNAseR&acdo em Cadeia da
Polimerase — Transcricdo Reversa — Semi-NestedS@iii-Nested-PCR) foi realizada
de acordo com o Protocolo de Lanciotti et al. (3988e inclui o gene proteina prM/M,
onde a regido amplificada neste teste correspordteagene proteina. Esta reacao foi
feita em duas etapas, iniciando com a sintese 8&\aDpartir de RNA viral extraido.
O RNA viral passou pelo processo de desnaturagéialif®@0°C por dois minutos mais
cinco minutos no gelo), depois foi preparada aurastlie reacdo contendo agua (livre
de RNAse e DNAse), Tampéao 10X, MgClNTPs, DTT, oligonucleotideos (D1+D2)
(Quadro 1), Inibidor de Ribonuclease (5 U), TAQ DiAlimerase (1,25 U), enzima
RT-MMLV (1,125 U) adicionada a mesma para ser lavad termociclador com o
seguinte programa: 1 ciclo a 45°C por 65 minutd34% por dois minutos; 35 ciclos
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com oscilagao de tempo e temperatura: 94°C poegOnslos, 55°C por dois minutos,
72°C por trés minutos; 72°C por 10 minutos.

A partir do produto da primeira PCR, foi realizadaegunda PCR, diluindo-a
em agua livre de RNAse e DNAse (1:100). Em segda@agtirada uma aliquota de 5
UL e preparada a mistura e reacdo: agua livre dAsBNe DNAse, Tampédo 10X,
MgCl,, dNTPs, oligonucleotideos (D1+TS 1-4) (Quadro TAQ DNA polimerase
(1,25 V), para ser adicionada a esta e levadaraoteclador com o seguinte programa:
18 ciclos a 94°C por 30 segundos; 55°C por um mjnf@°C por dois minutos. O
produto final foi analisado em gel de agarose a @86s coloragdo com brometo de
etidio e a seguir exposto a luz ultravioleta, sdiotlografado, para anélise comparativa

do produto do RT-PCR com o marcador de peso maeeutontroles (Quadro 2).

Quadro 1. Oligonucleotideos usados na RT-Semi-Nested-PCR.

Oligo Sequéncia Posicéo no genoma
(prM/M)

D1 5-TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG -3 134-161

D2 5-TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC -3 616-644

TS1 5-CGTCTCAGTGATCCGGGGG-Z 568-586

TS2 5-CGCCACAAGGGCCATGAACAG-3 232-252

TS3 5-TAACATCATCATGAGACAGAGC-3 400-421

TS4 5-CTCTGTTGTCTAAAACAAGAGA-3 506-527

Fonte: Lanciotti et al. (1992).
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Quadro 2. Tamanho dos amplicons do VDEN
produzido na RT-Semi-Nested-PCR.

) Tamanho do Amplicon
Virus
1°PCR (pb)
Dengue 511
Virus 2°PCR (pb)
VDEN1 482
VDEN2 119
VDEN3 290
VDEN4 395

Fonte: Lanciotti et al. (1992).

4.6 Andlise estatistica

Os dados referentes a quantidade de aladoA. dmegyptiregistrados por
bairro, més e periodos do ano, bem como os cliogfiemperatura, umidade relativa
do ar e precipitacdo pluviométrica) foram avaliadpsnto ao ajuste a distribuicdo
normal, por meio do teste de Lilliefors e a homastididade, por meio do teste de
Levene (ZAR, 1999; STATSOFT, 2001). Sempre que adod ndo se ajustaram a
distribuicdo normal ou n&o tiveram variancias hoémags, estes foram transformados
(ZAR, 1999) e, novamente, submetidos ao exame dsteaja normalidade e a
homocedasticidade. Sempre que as premissas relafivautilizacdo de testes
paramétricos ndo puderam ser observadas, analgepanamétricas correspondentes
foram utilizadas.

Para examinar a variacdo da quantidade de aladés aegyptiao longo do
periodo de amostragem foi utilizado o Teste de kalgvallis (ZAR, 1999). Para
examinar a relacdo entre quantidade de alddasegyptie as variaveis climaticas de
umidade relativa do ar, precipitacdo pluviométeceemperatura do ar, foi utilizada a
Correlacéo por postos de Spearman (ZAR, 1999)v€l dé significancia adotado para
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se rejeitar a hipétese nula foi 5%. O banco dagssedestudo foi elaborado utilizando-
se o software Microsoft Excel 2007 e as andlisedadi®s foram realizadas por meio do
pacote estatistico STATISTICA 6.0 (STATSOFT, 2001).
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5 RESULTADOS

5.1 Densidade populacional dé. aegyptie variaveis climaticas

Foram coletados 563 mosquitds aegypti nos oito bairros do municipio de
Sao Luis em trés periodos de realizacdo da pesqgidda no seco (novembro e
dezembro de 2008), 272 no chuvoso (margco e abrl0f®) e 150 no intermediario
(julho e agosto de 2009). Destes 368 eram fémég37®%) e 195 machos (34,63%). O
periodo chuvoso foi 0 que obteve a maior frequénlgaalados com 48,32% dos
mosquitos coletados e o seco a manor, com 25,04e(d@ 1), no entanto os testes
estatisticos do niumero de espécimes em relacdpeaioglos de coleta, ndo mostraram
diferenca significativa (p = 0,1965) (Figura 5).

Na comparacao entre os meses, observou-se que & dea2009 foi obtido
o maior percentual de alados, com 30,75% e o médedembro de 2008 o menor
indice, com 9,41% (Tabela 2). A andlise da densidiA. aegyptipor més também

nao mostrou significancia (p = 0,2423) (Figura 6).

Tabela 1. Frequéncia de exemplares Be aegypticoletados nos periodos seco, chuvoso e
intermediario, em bairros do municipio de Sdo LiMiaranhao, 2008-2009.

Mosquitos A. aegypti

Periodo Fémeas §) Machos (?) Total

Seco 94 47 141 (25,04%)
Chuvoso 182 90 272 (48,32%)
Intermediario 92 58 150 (26,64%)

Total 368 (65,37%) 195 (34,63%) 563 (100,00%)
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Figura 6. Adultos de A. aegyptiregistrados nos periodos seco, chuvoso e
intermediario, em bairros do municipio de Sdo LMaranhao. Teste
Kruskal-Wallis = 3,253983; p = 0,1965.

Tabela 2. Frequéncia de exemplares Ae aegypticoletados mensalmente nos periodos seco,
chuvoso e intermediario, em bairros do municipioSd® Luis, Maranhdo, 2008-

20009.
Mosquitos A. aegypti

Més e Ano Fémeas @) Machos @) Total
Novembro de 2008 51 37 88 (15,63%)
Dezembro de 2008 43 10 53 (9,41%)
Marco de 2009 122 51 173 (30,75%)
Abril de 2009 60 39 99 (17,58%)
Julho de 2009 58 35 93 (16,51%)
Agosto de 2009 34 23 57 (10,12%)

Total

368 (65,37%)

195 (34,63%)

563 (100,00%)
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Figura 7. Adultos deA. aegyptiregistrados entre os meses de novembro de 2008 e
agosto de 2009, nos periodos seco, chuvoso e edé@rno em bairros do
municipio de S&o Luis, Maranhdo. Teste Kruskal-Wall6,719955; p =
0,2423.

Em relacdo aos dados climatolégicos, observou-eeoqués de novembro de
2008 registrou a maior temperatura média mensat, 28,14°C, e o més de abril de
2009 a menor do periodo de estudo, com 26,22°G([@&). Quanto a umidade relativa
do ar média mensal, o0 més de abril apresentou mparoentual com 87,43% e o0 més de
novembro a menor, com 68,16% (Tabela 4). Na comparantre os meses em relacéo
a precipitacdo pluviométrica mensal, novamente eses de novembro e abril tiveram
destaque. No primeiro ndo houve o registro de chevao segundo, a maior incidéncia
com o acumulado de 537,6 mm (Tabela 5). Os dadostclogicos foram fornecidos
pelo Laboratério de Meteorologia do Nucleo Geoamtbleda Universidade Estadual

do Maranhao, no municipio de Sao Luis, Maranhé&o.
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Tabela 3.Médias mensais de temperatura registradas no fpimde Sao Luis, Maranhao, no
periodo de novembro de 2008 a agosto de 2009.

Temperatura Média Temperatura Média Temperatura Média

Més / Ano Maxima Mensal Minima Mensal Mensal
(°C) (°C) (°C)

Nov. / 2008 32,88 25,40 29,14
Dez. /2008 32,05 25,17 28,61
Mar. / 2009 29,90 23,46 26,68
Abr. / 2009 29,24 23,21 26,22
Jul. /2009 32,16 22,30 27,23
Ago. / 2009 32,70 23,06 27,88

Fonte: Laboratério de Meteorologia do Nucleo Geaantal da Universidade Estadual do Maranhao, Sas, Lu
Maranhao.

Tabela 4. Médias mensais relativas a umidade relativa deegistradas no municipio de Sao
Luis, Maranhao, no periodo de novembro de 200®stagle 2009.

Umidade Relativa do Umidade Relativa do Umidade Relativa do

Més / Ano Ar Média Maxima Ar Média Minima Ar Média Mensal
Mensal Mensal (%)
(%) (%)
Nov. / 2008 82,26 54,06 68,16
Dez. /2008 88,83 57,03 72,93
Mar. / 2009 97,93 72,45 85,19
Abr. / 2009 98,70 76,16 87,43
Jul. / 2009 99,41 65,29 82,35
Ago. / 2009 96,70 60,64 78,67

Fonte: Laboratério de Meteorologia do Nicleo Geaental da Universidade Estadual do Maranhdo, Séas, Lu
Maranhdo.

Tabela 5. Precipitacdo pluviométrica mensal registrada naigipio de Sao Luis, Maranhéao,
no periodo de novembro de 2008 a agosto de 2009.

Precipitacdo Pluviométrica Mensal

Més / Ano (mm)
Nov. / 2008 0
Dez. / 2008 40,6
Mar. / 2009 442 2
Abr. / 2009 537,6
Jul. / 2009 82,4
Ago. / 2009 23,2

Fonte: Laboratério de Meteorologia do Nucleo Geaantal da Universidade Estadual do Maranhao, Sas, Lu
Maranh&o.
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Os resultados da correlagdo entre a quantidadeaeptares dé\. aegyptie
variaveis climéticas encontram-se na Tabela 6. &at&o aos fatores abibticos (médias
de temperatura, umidade relativa do ar e precgutgguviométrica) e o numero de
alados nao foi observada correlacdo positiva e tivagaOs maiores valores de
Correlacdo de Spearman referiram-se a associa¢é® rimero total de alados e a
umidade relativa do ar média mensal, e numero tietallados e a umidade relativa do
ar média mensal minima com 0,771429 (p = 0,072387¢orrelacdo de Spearman
mostrou menor valor de associacado, em relacéo anolne alados e temperatura media
mensal minima, com - 0,771429 (p = 0,072397).

Tabela 6.Associacdo entre quantidade de aladoA.deegyptie fatores abidticos nos periodos
seco, chuvoso e intermediario, em bairros do mpiwide Sao Luis, Maranhao.

Pares de Variaveis N R t p-level
Alados x PP 6 0,714286 2,04124 0,110787
Alados x URA Média Mensal 6 0,771429 2,42467 0,072397
Alados x URA Média Mensal Max. 6 0,6 15 0,208
Alados x URA Média Mensal Min. 6 0,771429 2,42467 0,072397
Alados x T Média Mensal 6 -0,2 -0,40825 0,704
Alados x T Média Mensal Méax. 6 -0,542857 -1,29279 0,265703
Alados x T Média Mensal Min. 6 -0,771429 -2,42467 0,072397

PP = Precipitacdo Pluviométrica; URA = Umidade Redado Ar; T = Temperatura; Max. = maxima; Min.
minima; R = Correlacéo de Spearman.

Fonte: Laboratério de Meteorologia do Nucleo Gedanthl da Universidade Estadual do Maranhdo , Sés, L
Maranh&o.

5.2 Densidade populacional d&. aegyptipor bairros

Os espécimes foram coletados nos bairros previansemteados nos distritos
Centro e Cohab. No periodo seco, o bairro JodooP@iktrito Centro) apresentou
maior percentual de alados, com 39,75%, (56 exeeglasendo 37 fémeas e 19
machos), sendo seguido pelo Goiabal (Distrito @ntom 27,66% (39 espécimes,
sendo 23 fémeas e 16 machos). No mesmo periodaréeCle Baixo (Distrito Centro)
registrou a menor incidéncia deaegypti com apenas 2,12% (3 exemplares fémeas),
sendo seguido pelos bairros Residencial CanudadritbiCohab) (4 mosquitos, sendo
3 fémeas e 1 macho) e Conjunto Cohatrac | (Dis@ithab) (4 fémeas) com 2,83%
cada (Tabela 7).
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Tabela 7. Frequéncia de exemplares e aegypticoletados por bairro, em Sao Luis, Maranh&o, no
periodo de novembro e dezembro de 2008.

Bairros Numero de Formas adultas
exemplares (%) Fémeas ) Machos (?)
Coréia de Baixo 3(2,12) 3 -
Lira 6 (4,25) 6 -
Goiabal 39 (27,66) 23 16
Joao Paulo 56 (39,75) 37 19
Itapiraco 8 (5,67) 4 4
Residencial Canudos 4 (2,83) 3 1
Conjunto Cohatrac | 4 (2,83) 4 -
Vila Luisdo 21 (14,89) 14 7
Total 141 (100) 94 (72,86%) 47 (27,14%)

Em relagcdo ao periodo chuvoso, o bairro com maiantidade de espécimes
coletados também foi o Jodo Paulo, com 84 exengpl@k fémeas e 33 machos), o
equivalente a 30,91%. O segundo com maior densidaddados dé. aegyptifoi o
Lira com 21,32% (58 exemplares, com 43 fémeas emabhos). Os bairros com
menores valores foram o Residencial Canudos, c88%d (5 alados, sendo 3 fémeas e
2 machos) e o ltapiracé com 4,41% (12 exemplaresdcs 7 fémeas e 5 machos)
(Tabela 8).

Tabela 8. Frequéncia de exemplares Aleaegypticoletados por bairro em S&o Luis, Maranhdo, no
periodo de marco e abril de 2009.

Bairros Numero de Formas adultas
exemplares (%) Fémeas ) Machos ()
Coréia de Baixo 21 (7,72) 13 8
Lira 58 (21,32) 43 15
Goiabal 42 (15,44) 29 13
Joéo Paulo 84 (30,91) 51 33
Itapiraco 12 (4,41) 7 5
Residencial Canudos 5(1,83) 3 2
Conjunto Cohatrac | 36 (13,23) 30 6
Vila Luiséo 14 (5,14) 6 8

Total 272 (100) 182 (66,91%) 90 (33,09%)
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No periodo intermediario, os bairros com maior didade de espécimes
coletados foram o Goiabal (Distrito Centro) com353%p (50 exemplares, sendo 33
fémeas e 17 machos) e novamente o Jodo Paulo ¢88P2835 alados, com 22 fémeas
e 13 machos). Os menores valores foram registrado€onjunto Cohatrac | com
2,00% (3 fémeas) e Residencial Canudos com 3,338sfécimes, sendo 2 fémeas e 3

machos) (Tabela 9).

Tabela 9. Frequéncia de exemplares Ae aegypticoletados por bairro em Sao Luis, Maranhdo, no
periodo de julho e agosto de 2009.

Bairros Numero de Formas adultas
exemplares (%) Fémeas @) Machos (?)
Coréia de Baixo 12 (8,00) 9 3
Lira 21 (14,00) 9 12
Goiabal 50 (33,35) 33 17
Joao Paulo 35 (23,33) 22 13
Itapiraco 10 (6,66) 7 3
Residencial Canudos 5(3,33) 2 3
Conjunto Cohatrac | 3 (2,00) 3 -
Vila Luiséo 14 (9,33) 7 7
Total 150 (100) 92 (61,33%) 58 (38,67%)

O Teste de Kruskal-Wallis mostrou que a quantiddede alados variou
significativamente entre os bairros (p = 0,009éhd® o Jodo Paulo e o Goiabal os que
apresentaram as densidades mais elevadas condimlseno total de espécimes

coletados nos trés periodos (Figura 7).



Quantidade de individuos (n)

53

70

"1 o Mediana [_] 25%75% ] _ Min-Max
80 r
50
40 :
30
20 t o O
_1T
1[] - |:D:|
o |
o | ©
U | —_— . —_—
_1[] 1 — 1 - 1 - 1 1 -| . 1 - 1 1
Corgia de Baixo Goiabal ltapiraco Conjunto Cohatrac |
Lira Jodo Paulo Residencial Canudos  Vila Luisdo
Bairros

Figura 8. Adultos deA. aegyptiregistrados por bairro, no municipio de Sao Luis,
Maranh&o. Teste Kruskal-Wallis = 18,63852; p = 640

5.3 Analises Viral e Molecular

Foi realizado o isolamento viral de todas as arasstporém nao foi
constatada positividade para os virus dengue. Tande utilizou a RT-PCR para
deteccdo do virus dengue em todas as amostrasxampae da AR757003 (4 fémeas
de A. aegyptido Conjunto Cohatrac 1), devido a reduzida quawoied de material
sobrenadante. A Tabela 10 mostra a relacdcAd@egypticoletados no periodo seco,
com os resultados das andlises viral e moleculao & encontrou positividade em

nenhum dos lotes (Figura 8).
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Tabela 10.Relacdo de lotes de mosquitdsaegyptipor bairro, referente ao periodo seco (novembro e

dezembro de 2008).

Numero de Mosquitos Bairro Resultado do Resultado da
registro /lote Isolamento Viral RT-PCR
AR756993 3P Coréia de Baixo Negativo Negativo
AR756994 69 Lira Negativo Negativo
AR756995 237 Goiabal Negativo Negativo
AR756996 163 Goiabal Negativo Negativo
AR756997 3% Joao Paulo Negativo Negativo
AR756998 199 Joao Paulo Negativo Negativo
AR756999 49 Itapiraco Negativo Negativo
AR757000 43 Itapirac6 Negativo Negativo
AR757001 3P Residencial Canudos Negativo Negativo
AR757002 13 Residencial Canudos Negativo Negativo
AR757003 49 Conjunto Cohatrac | Negativo N&o realizado
AR757004 14 Vila Luiséao Negativo Negativo
AR757005 3 Vila Luisao Negativo Negativo
Legenda
10 11 12 13 14 15 16 17 18 1. AR756993
2. AR756994
3. AR756995
2000pb 4 AR756996
1200 pb 5 AR756997
800 pb 6. AR756998
7. AR756999
400pb g AR757000
9. AR757001

200pb 10. AR757002

11. AR757004

12. AR757005

13. C + VDEN1 (482 pb)

14. C + VDEN2 (119 pb)

15. C + VDENS (290 pb)

16. C + VDEN4 (392 pb)

17. C - Agua (HO)

18. Peso Molecular (Low DNA
Mass Ladder)

100 pb

Figura 9. Amostras dé\. aegypti referentes ao periodo seco, visualizadas emegagjdrose a 2%,
apos coloracdo com brometo de etidio.
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Em relacdo ao periodo chuvoso, a tentativa densaiéo viral e a RT-PCR
das amostras também n&o atestaram positividadeogavérus dengue (Tabela 11 e

Figura 9).

Tabela 11.Relacdo de lotes de mosquithsaegyptipor bairro, referente ao periodo chuvoso (marco e
abril de 2009).

NUumero de Mosquitos Bairro Resultado do Resultado da
registro /lote Isolamento Viral RT-PCR

AR759640 139 Coréia de Baixo Negativo Negativo
AR759641 83 Coréia de Baixo Negativo Negativo
AR759642 33 Lira Negativo Negativo
AR759643 109 Lira Negativo Negativo
AR759544 157% Lira Negativo Negativo
AR759645 167 Goiabal Negativo Negativo
AR759646 137 Goiabal Negativo Negativo
AR759647 133 Goiabal Negativo Negativo
AR759648 219 Joao Paulo Negativo Negativo
AR759649 209 Joao Paulo Negativo Negativo
AR759650 8 Joao Paulo Negativo Negativo
AR759651 2573 Joao Paulo Negativo Negativo
AR759652 83 Joao Paulo Negativo Negativo
AR759653 19 Joao Paulo Negativo Negativo
AR759654 7~ Itapiraco Negativo Negativo
AR759655 53 Itapiraco Negativo Negativo
AR759656 3P Residencial Canudos Negativo Negativo
AR759657 23 Residencial Canudos Negativo Negativo
AR759658 137 Conjunto Cohatrac | Negativo Negativo
AR759659 17 Conjunto Cohatrac | Negativo Negativo
AR759660 63 Conjunto Cohatrac | Negativo Negativo
AR759661 69 Vila Luiséao Negativo Negativo
AR759662 8% Vila Luisao Negativo Negativo
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Figura 10. Amostras dé\. aegyptireferentes ao periodo chuvoso, visualizadas emegatarose a 2%, apos
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Quanto ao periodo intermediéario, a tentativa dimento viral e a RT-PCR
das amostras mais uma vez ndo mostraram positevidach os virus dengue (Tabela
12).

Tabela 12.Relacdo de lotes de mosquitAs aegyptipor bairro, referente ao periodo intermediario
(julho e agosto de 2009).

Numero de Mosquitos Bairro Resultado do Resultado da
registro /lote Isolamento Viral RT-PCR

AR765222 ) Coréia de Baixo Negativo Negativo
AR765223 3 Coréia de Baixo Negativo Negativo
AR765226 8 Lira Negativo Negativo
AR765227 128 Lira Negativo Negativo
AR765230 337 Goiabal Negativo Negativo
AR765231 173 Goiabal Negativo Negativo
AR765234 2 Joéo Paulo Negativo Negativo
AR765235 133 Jodo Paulo Negativo Negativo
AR765238 IS Itapiraco Negativo Negativo
AR765239 S Itapiraco Negativo Negativo
AR765256 ) Residencial Canudos Negativo Negativo
AR765257 33 Residencial Canudos Negativo Negativo
AR765269 3 Conjunto Cohatrac | Negativo Negativo
AR765271 °© Vila Luiséao Negativo Negativo
AR765272 3 Vila Luisao Negativo Negativo
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6 CONCLUSOES

- A maior densidade de alados Ae aegyptifoi registrada no periodo chuvoso, no

municipio de Sao Luis, Maranh&o;

- Nao foi verificada correlagdo positiva e/ou negatentre os fatores climaticos
(precipitacdo pluviométrica, umidade relativa doeatemperatura) e quantidade de

alados dé\. aegypticoletados;

- Todas as amostras ée aegypticoletadas no municipio de Séo Luis foram negativas

para o virus dengue;

- O Distrito Centro apresentou os bairros com midice de infestacéo pér. aegypti
sendo o Joao Paulo e o Goiabal os que obtiverasid#ele significativa em relacao aos
outros bairros no periodo de estudo.
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1 Apéndice 1

1.1 Primeiro Artigo Cientifico

1.1.1 Classificacdo do Qualis do Periédico na arel® Medicina Il:

ISSN Titulo Estrato Area de Avaliacéo

Revista de Saude Publica
0034-8910 B2 MEDICINA I
(USP. Impresso)

1.1.2 Normas Editorialis:

Artigos Originais. Incluem estudos observacionais, estudos experaisent
ou quase-experimentais, avaliacdo de programabsesde custo-efetividade, analises
de decisado e estudos sobre avaliacdo de desemgenéstes diagndsticos para triagem
populacional. Cada artigo deve conter objetivospéthases claras, desenho e métodos
utilizados, resultados, discussao e conclusdekidnctambém ensaios tedricos (criticas
e formulacéo de conhecimentos tedricos relevartes)igos dedicados a apresentacao
e discussdo de aspectos metodolégicos e técnidemd#s na pesquisa em saude
publica. Neste caso, o texto deve ser organizadidpitos para guiar os leitores quanto

aos elementos essenciais do argumento desenvolvido.

Preparagcdo do Manuscrito.Devem ser digitados em extensao .doc, .txt ou
artf, com letras Arial, corpo 12, pagina em tamanho A-4, incluindo resumos,
agradecimentos, referéncias e tabelas. Todas asapatpvem ser numeradas. Deve-se
evitar no texto o uso indiscriminado de siglas,e¢xando as ja conhecidas. Os critérios
éticos da pesquisa devem ser respeitados. Pamadarautores devem explicitar em
Métodos que a pesquisa foi conduzida dentro dopacdexigidos pela Declaracdo de
Helsinque e aprovada pela comissdo de ética d#uip8b onde a pesquisa foi
realizada. Aceitam-se manuscritos nos idiomas poés, espanhol e inglés. Para
aqueles submetidos em portugués oferece-se a algc@@mducao do texto completo
para o inglés e a publicacdo adicional da versaoirggles em meio eletronico.

Independentemente do idioma empregado, todos matogsdevem apresentar dois
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resumos, sendo um em portugués e outro em ingl&sd® o manuscrito for escrito em

espanhol, deve ser acrescentado um terceiro resesse idioma.

Dados de identificacao:

a) Titulo do artigo - deve ser conciso e completojthndo-se a 93 caracteres, incluindo

espacos. Deve ser apresentada a versao do titurgtms.

b) Titulo resumido - com até 45 caracteres, paradinlegenda nas paginas impressas.

c) Nome e sobrenome de cada autor, seguindo forne&aaypal € indexado.

d) Instituicdo a que cada autor esta afiliado, aceorm@ado do respectivo endereco (uma

instituicdo por autor).
e) Nome e endereco do autor responsavel para trocarcespondéncia.

f) Se foi subvencionado, indicar o tipo de auxilioyamme da agéncia financiadora e o

respectivo numero do processo.

g) Se foi baseado em tese, indicar 0 nome do altolg,tano e instituicdo onde foi

apresentada.

h) Se foi apresentado em reunido cientifica, indicaome do evento, local e data da

realizacao.

Descritores Devem ser indicados entre 3 e 10, extraidos aahudario

"Descritores em Ciéncias da Saude" (DeGfalando acompanharem 0s resumos em

portugués, e ddledical Subject Headings (MeSHjara os resumos em inglés. Se néo

forem encontrados descritores disponiveis paraireotra tematica do manuscrito,
poderdo ser indicados termos ou expressdes denkeado.

Agradecimentos.Devem ser mencionados nomes de pessoas que @nestar
colaboracdo intelectual ao trabalho, desde que pr@encham os requisitos para

participar da autoria. Deve havpermissao express#gos nomeados (ver documento

Responsabilidade pelos Agradecimentos). Também npodenstar desta parte

agradecimentos a instituicdes quanto ao apoio ¢giamou logistico.
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Referéncias. As referéncias devem ser ordenadas alfabeticamente
numeradas e normalizadas de acordo com o estiloodaer. Os titulos de periddicos
devem ser referidos de forma abreviada, de acamoacindex Medicus, e grafados no
formato italico. No caso de publicacbes com at@téras, citam-se todos; acima de 6,

citam-se 0s seis primeiros, seguidos da expreasiia I'et al". Exemplos:

Fernandes LS, Peres MA. Associacao entre atencioal@m saude bucal e indicadores

socioecondmicos municipaiBev Saude Public2005;39(6):930-6.
Forattini OP. Conceitos basicos de epidemiologitemuar. Sdo Paulo: Edusp; 2005.

Karlsen S, Nazroo JY. Measuring and analyzing "taceacism, and racial
discrimination. In: Oakes JM, Kaufman JS, editofdsthods in social epidemiology.

San Francisco: Jossey-Bass; 2006. p. 86-111.

Zinn-Souza LC, Nagai R, Teixeira LR, Latorre MRDRpberts R, Cooper SP, et al .
Fatores associados a sintomas depressivos em mssida ensino médio de Sao Paulo,
Brasil. Rev Saude Public2009; 42(1):34-40.

Para outros exemplos recomendamos consultar o dwtam'Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomddicairnals: Writing and Editing

for Medical Publication” Ittp://www.icmje.org. Comunicacdo pessoal, ndo é

considerada referéncia bibliografica. Quando essknpode ser citada no texto,
explicitando em rodapé os dados necessarios. Desemevitadas citacbes de
documentos ndo indexados na literatura cientifieandial e de dificil acesso aos
leitores, em geral de divulgacgéo circunscrita a umsituicdo ou a um evento; quando
relevantes, devem figurar no rodapé das paginasagueitam. Da mesma forma,
informacdes citadas no texto, extraidas de docwsertetrbnicos, ndo mantidas
permanentemente em sites, ndo devem fazer palittadde referéncias, mas podem ser

citadas no rodapé das paginas que as citam.

Citacdo no texto.Deve ser indicado em expoente o humero correspbade
a referéncia listada. Deve ser colocado apos aipo@b, nos casos em que se aplique.
N&o devem ser utilizados parénteses, colchetemitas. O numero da citacdo pode

ser acompanhado ou ndo do (s) nome (s) do (s) @#pe ano de publicacdo. Se forem
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citados dois autores, ambos séo ligados pela cpéjute”; se forem mais de dois, cita-

se o primeiro autor seguido da expresséao "et aéniplos:

Segundo Lima et 3{2006), a prevaléncia se transtornos mentais emlastes de

medicina é maior do que na populagcédo em geral.

Parece evidente o fracasso do movimento de saidenitaria, artificial e distanciado

do sistema de satde predomindhte.

A exatidao das referéncias constantes da listageicoereta citagcdo no texto

sao de responsabilidade do (s) autor (es) do matausc

Tabelas. Devem ser apresentadas separadas do texto, nusierada
consecutivamente com algarismos arabicos, na oetemue foram citadas no texto. A
cada uma deve-se atribuir um titulo breve, nadtiseamdo tracos internos horizontais
ou verticais. As notas explicativas devem ser @ias no rodapé das tabelas e ndo no
cabecalho ou titulo. Se houver tabela extraidauti® erabalho, previamente publicado,
0s autores devem solicitar autorizacdo da revigeajpublicou, por escrito, para sua
reproducdo. Esta autorizacdo deve acompanhar oseranusubmetido a publicacéo.
Quadros sao identificados como Tabelas, seguinda Wmca numeracdo em todo o
texto.

Figuras. As ilustracfes (fotografias, desenhos, graficds,),edevem ser
citadas como figuras. Devem ser numeradas congaménte com algarismos
arabicos, na ordem em que foram citadas no texteerd ser identificadas fora do
texto, por numero e titulo abreviado do traballsoegendas devem ser apresentadas ao
final da figura; as ilustracbes devem ser sufi@er@nte claras para permitir sua
reproducdo, com resolucdo minima de 300 dpi. Njmesmite que figuras representem
0s mesmos dados de Tabela. Nao se aceitam graficesentados com as linhas de
grade, e os elementos (barras, circulos) ndo pageesentar volume (3-D). Figuras
coloridas sdo publicadas excepcionalmente. Nasdlege das figuras, os simbolos,
flechas, numeros, letras e outros sinais devemidsattificados e seu significado
esclarecido. Se houver figura extraida de outrbathe, previamente publicado, os
autores devem solicitar autorizacdo, por escracg gua reproducéo. Estas autorizacdes

devem acompanhar os manuscritos submetidos a acédtic
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1.1.3 Artigo Completo:

Titulo original: Estudo da circulacdo de virus deng ue em Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae) no municipio de S&o Luis, Mara  nhdo.

Titulo em inglés: Study of the circulation of virus dengue in Aedes aegypti

(Diptera: Culicidae) in Sao Luis, Maranhdo.

Titulo corrido: Sorotipos do dengue em Sao Luis, Ma  ranhéo.

Juliana Maria Trindade Bezerra'*
Ana Cecilia Ribeiro Cruz?

Mayra de Oliveira e Silva®

Eliana Vieira Pinto da Silva?
Wanderli Pedro Tadei®

Valéria Cristina Soares Pinheiro*

1. Programa de Pés Graduacdo em Saude Materno-Infantil da Universidade
Federal do Maranhdo — Mestrado Académico. A correspondéncia deve ser
dirigida a: Juliana Maria Trindade Bezerra. Curso de Ciéncias Bioldgicas,
Laboratério de Entomologia Médica, Universidade Estadual do Maranhdo —
Centro de Estudos Superiores de Caxias. Praca Duque de Caxias s/n Morro do

Alecrim, Caxias — MA, 65600-000, Brasil. E-mails: jmt bezerra@hotmail.com;

valeria@cesc.uema.br.

2. Instituto Evandro Chagas — Secao de Arbovirologia e Febres Hemorragicas.
Rodovia BR-316 km 7 s/n Levilandia, Ananindeua — PA, 67030-000, Brasil.

3. Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia. Laboratorio de Malaria e
Dengue. Avenida André Araujo 2936 Aleixo, Manaus — AM, 69060-001, Brasil.
4. Universidade Estadual do Maranhdo — Centro de Estudos Superiores de
Caxias. Curso de Ciéncias Biologicas, Laboratério de Entomologia Médica,
Universidade Estadual do Maranhdo — Centro de Estudos Superiores de
Caxias. Pragca Duque de Caxias s/n Morro do Alecrim, Caxias — MA, 65600-
000, Brasil.



71

Parte da dissertacdo de mestrado apresentada ao Programa de POs-
Graduagdo em Saude Materno-Infantil da Universidade Federal do Maranh&o
em 2010.
RESUMO

OBJETIVO: Detectar a presenca do virus dengue em alados de Aedes aegypti.
METODOS: Oito bairros foram selecionados aleatoriamente para coleta de
alados de Aedes aegypti no municipio de S&o Luis Maranh&o, no Nordeste do
Brasil. Foram visitados 320 imdveis, sendo 40 por bairro, em trés periodos:
seco (novembro e dezembro de 2008), chuvoso (margco e abril de 2009) e
intermediario (julho e agosto de 2009), tanto no intradomicilio quanto no
peridomicilio. Para coleta dos alados, utilizou-se aspirador mecanico acoplado
a uma bateria. Apés contagem, identificacdo e armazenamento a — 86°C, 0s
espécimes foram submetidos a analises de detecgcdo viral por métodos
moleculares (RT-PCR) e Isolamento Viral em cultura de células de Aedes
albopictus, linhagem C6/36.

RESULTADOS: Foram coletados 563 mosquitos Aedes aegypti, com maior
frequéncia de alados no periodo chuvoso, 272 espécimes (48,32%). Os testes
estatisticos do numero de alados em relacdo aos periodos e meses de coleta,
nao mostraram diferenca significativa. Os exemplares de Aedes aegypti foram
divididos em lotes para as analises moleculares, considerando-se os bairros de
coleta. O numero de lotes diferiu em cada periodo: 13 no seco, 23 no chuvoso
e 15 no intermediario. O isolamento viral e a RT-PCR dos mosquitos foram
negativos.

CONCLUSOES: A nido deteccdo de virus dengue em mosquitos pode estar
relacionada ao reduzido nimero de casos de dengue registrados no municipio
de Séo Luis no periodo de estudo, indicando baixa endemicidade, o que

dificulta a deteccéo viral em vetores artropodes.

DESCRITORES: Aedes aegypti. Virus Dengue. Isolamento viral. RT-PCR.

ABSTRACT
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OBJECTIVE: To detect the presence of dengue virus in winged Aedes aegypti.
METHODS: Eight districts were selected randomly for collection of winged Aedes aegypti in the
municipality of Sdo Luis, Maranh&o, in northeastern Brazil. 320 properties were visited, with 40
per quarter, in three periods: dry (November-December 2008), rainy (March-April 2009) and
intermediate (July / August 2009), both indoors and outside the home. For collection of winged
insects, we used mechanical vacuum attached to a battery. After counting, identification and
storage at - 86 °C, the specimens were submitted t o analysis of viruses by molecular methods
(RT-PCR) and viral isolation in cell cultures of Aedes albopictus, C6/36 strain.
RESULTS: We collected 563 mosquitoes Aedes aegypti, with higher frequency of winged in the
rainy season, 272 specimens (48.32%). Statistical tests of the number of winged individuals in
respect of periods and months of collection, showed no significant difference. Copies of Aedes
aegypti were divided into pools for molecular analysis, considering the neighborhoods of
collection. The number of pools differed in each period: 13 in the dry, 23 in rainy and 15 in the
intermediate. The virus isolation and RT-PCR of mosquitoes were negative.

CONCLUSIONS: The failure to detect dengue virus in mosquitoes may be related to the low
number of reported dengue cases in the city of Sdo Luis during the study period, indicating low

endemic, making it difficult to detect viral vector arthropods.

KEY WORDS: Aedes aegypti. Dengue Virus Dengue. Viral isolation. RT-PCR.

INTRODUCAO

No Brasil o dengue é hoje objeto da maior campanha de saude
publica, que se concentra no controle do Aedes aegypti, Unico vetor
reconhecido como transmissor do virus do dengue no continente americano.
Este mosquito estad adaptado a se reproduzir nos ambientes doméstico e
peridoméstico, utilizando-se de recipientes descartaveis e / ou que armazenam
agua potavel e que acumulam agua de chuvas, comumente encontrados nos
lixos das cidades®.

No Estado do Maranhéo, o Aedes aegypti foi introduzido em Sao Luis,
capital do Estado, em 1969, mas s6 chamou a atencdo dos érgaos de saude
publica no ano de 1995, quando foram notificados os primeiros casos de
dengue classico (DC). Em 2001 foi isolado o virus dengue sorotipo 2 (VDEN2),
e até julho de 2006, os sorotipos VDEN1, VDEN2 e VDEN3 foram detectados
como circulantes no Estado®. Nos anos de 2006 e 2007 ocorreram 6.540 e
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14.616 notificacdes, respectivamente®®. Além disso, foi observado o aumento
da forma hemorragica do Dengue (FHD) e a ocorréncia de Obitos. durante o
ano de 2007 foram notificados 163 casos, sendo que destes, 7,97% evoluiram
para 6bito®>. Em 2008, foram notificados 1.256 casos suspeitos de dengue em
S4o Luis, destes, 608 foram confirmados para DC e 82 evoluiram para a FHD*.
De janeiro a julho de 2009, o Estado registrou 291 casos suspeitos da doenca,
com apenas trés casos confirmados para a FHD e nenhum 6bito°.

Considerando-se o dengue como problema de saude publica e pelo
fato de ndo existir vacina, a detec¢cdo e a sorotipagem do virus dengue por
Transcriptase Reversa seguida por Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-
PCR) sdo uma poderosa ferramenta para a vigilancia epidemiologica, utilizando
amostras do vetor, pois a presenca do virus em mosquitos coletados no campo
permite a deteccdo de sorotipos de seis a oito semanas antes do inicio das
epidemias®”’.

O objetivo do presente estudo foi identificar a presenca do virus
dengue em adultos de Aedes aegypti em diversas areas do municipio de Séo
Luis, Maranh&o, e em diferentes periodos do ano para se obter informac¢des do

comportamento do virus dengue de acordo com as estac¢des seca e chuvosa.

METODOS

Area de Coleta

A pesquisa foi realizada no Municipio de S&o Luis, situado na llha de
Sé&o Luis, ao norte do Estado do Maranhdo (02° 31’ 47" Sul e 44° 18’ 10"
Oeste), altitude de 24,391 m e é&rea de 827 Km? que corresponde
aproximadamente a 0,24% do territério do Estado, e com populacdo de
957.515 habitantes®. O clima é tropical quente e imido, com duas estacdes: a
chuvosa (janeiro a junho), com precipitacao pluviométrica média de 1.954 mm;
e a de estiagem (julho a dezembro). A temperatura varia entre 28 a 30°C, em
média®.

Foram selecionados aleatoriamente dois distritos do municipio de S&o
Luis e em cada um destes, sorteados quatro bairros, totalizando oito bairros:

Distrito Centro — Coréia de Baixo, Lira, Goiabal e Joao Paulo; e Distrito Cohab
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— Itapiraco, Residencial Canudos, Conjunto Cohatrac | e Vila Luisdo. As coletas
foram realizadas em quatro quarteirbes e dez imdveis por quarteirdo,
perfazendo um total de 32 quarteirdes e 320 imoveis visitados. As visitas foram
feitas juntamente com supervisores e agentes de controle do dengue da

Secretaria Municipal de Saude de Sao Luis.

Coleta dos Alados

As coletas foram realizadas em trés periodos: seco (novembro e
dezembro de 2008), chuvoso (marco e abril de 2009) e intermediério,
caracterizando o término do chuvoso e inicio do seco (julho e agosto de 2009).
A captura dos alados foi feita utilizando-se aspirador mecanico segundo Nasci'®
(1981). Os espécimes foram anestesiados com acetato de etila e transportados
ao Centro de Pesquisa Clinica do Hospital Universitario da Universidade
Federal do Maranhao, para realizacdo da identificacdo usando as chaves de
identificacdo de Forattini'' (2002) e posterior armazenamento em freezer a —
86° C.

Deteccdo e sorotipagem do virus denque (VDEN)

Os espécimes coletados foram encaminhados ao Laboratério de
Entomologia onde foi feita a confirmacéo da identificacdo dos exemplares e aos
Laboratérios de Cultura de Células e Biologia Molecular para tentativa de
isolamento viral e realizacdo da RT-PCR, da Secao de Arbovirologia e Febres
Hemorragicas, do Instituto Evandro Chagas, em Ananindeua, Para.

Os espécimes de Aedes aegypti foram divididos em lotes que
continham de 1 a 37 mosquitos e foram macerados em solugcdo de PBS
(tampéo salino fosfato pH 7,4) contendo albumina bovina a 0,75%, penicilina
(100 UI/mL) e estreptomicina (100 pg/mL), de acordo com o Protocolo de
Reynes (1995)*.

O sobrenadante foi filtrado para ser utilizado na extracdo de RNA e
isolamento viral. As suspensdes de mosquitos adultos foram inoculadas em
cultura de células de Aedes albopictus, linhagem C6/36 (American Type

Culture Cell Colection/ATCC), e observadas para verificagdo de efeito
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citopatogénico (ECP) durante 14 dias e analisadas quanto a presenca do
VDEN por imunofluorescéncia indireta utilizando-se anticorpos monoclonais. O
método utilizado foi o descrito previamente por Gubler et al.® (1984)..

. O método de extracdo de RNA usado foi o do reagente Trizol LS
(Invitrogen/San Diego/USA), seguindo orientacdes do fabricante. O RNA
extraido foi eluido em agua livre de RNAse. O teste de RT-Semi-Nested-PCR
de acordo com Lanciotti et al.** (1992), inclui o gene proteina prM/M. A reacéo
foi feita em duas etapas, iniciando com a sintese de cDNA a partir de RNA viral

extraido®®.

Analise estatistica

Para examinar diferencas entre os periodos e bairros de coleta, foi
utilizado o Teste de Kruskal-Wallis. O nivel de significancia adotado para se
rejeitar a hipotese de nulidade foi de 5%. As andlises estatisticas foram

realizadas no software System Analysis Statistical'® (2001).

RESULTADOS

Foram coletados 563 mosquitos Aedes aegypti, sendo 368 fémeas
(65,37%) e 195 machos (34,63%). Quanto a distribuicdo de alados por periodo,
141 foram coletados no periodo seco, 272 no chuvoso e 150 no intermediério.
O periodo chuvoso foi o mais produtivo com 48,32% dos mosquitos coletados e
0 seco 0 menos, com 25,04% (Tabela 1), no entanto os testes estatisticos do
namero de espécimes em relacdo aos periodos de coleta, ndo mostraram
diferenca significativa (p = 0,1965).

Os espécimes foram coletados nos bairros previamente sorteados nos
distritos Centro e Cohab. A quantidade de alados variou significativamente
entre os bairros, sendo o Jodo Paulo e o Goiabal os que apresentaram as
densidades mais elevadas considerando-se o total de espécimes coletados nos
trés periodos (p = 0,0094) (Tabela 2). Em relacdo aos periodos de coleta, no
periodo seco, o bairro Jodo Paulo (Distrito Centro) apresentou maior percentual
de alados, com 39,75%, (56 exemplares), sendo seguido pelo Vila Luisé&o
(Distrito Cohab) com 14,89% (21 espécimes). No periodo chuvoso, o bairro

com maior quantidade de espécimes coletados também foi o Jodo Paulo, com
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84 exemplares, o equivalente a 30,91%. O segundo com maior densidade de
alados de Aedes aegypti no mesmo periodo foi o Lira com 21,32% (58
exemplares). Em relacdo ao periodo intermediario, os bairros com maior
quantidade de espécimes coletados foram o Goiabal (Distrito Centro) com
33,35% (50 exemplares) e novamente o Jodo Paulo com 23,33% (35 alados).
Os exemplares de Aedes aegypti foram divididos em lotes que
continham de 1 a 37 mosquitos para as analises moleculares, considerando-se
os bairros de coleta. O numero de lotes diferiu em cada periodo: 13 no seco, 23
no chuvoso e 15 no intermediario. Foi realizado o isolamento viral em todos os
lotes, porém nao foi constatada positividade para os virus dengue. Também se
utilizou a RT-PCR para deteccéo do virus dengue em todas as amostras. Nao

se encontrou positividade em nenhum dos lotes.
DISCUSSAO

Os espécimes de Aedes aegypti coletados foram analisados para
deteccdo e identificagdo dos sorotipos do dengue circulantes utilizando
técnicas de isolamento viral e andlise molecular por RT-PCR. No entanto, ndo
se registrou positividade em nenhum dos lotes de mosquitos. Este resultado
deve estar relacionado pela reducdo acentuada de notificacbes da doenca no
municipio de S&o Luis, durante o periodo de estudo. Houve uma baixa
endemicidade no ano de 2008, quando comparado a 2007, e esta situacdo se
repetiu devendo-se destacar que de janeiro a junho de 2009, ndo houve
registro de isolamento de VDEN no Estado®, o que atesta a baixa circulacdo
viral, em comparacdo ao ano anterior em que se notificou 5.699 casos de
dengue notificados no mesmo periodo®.

No Maranhdo, na cidade de Caxias e em S&o Luis Lucena et al.'
(2008) realizaram coletas de Aedes aegypti e detectaram a circulagédo de dois
sorotipos do dengue, o VDEN2 e o VDENS3, respectivamente. Os bairros com
positividade em Caxias foram Castelo Branco e Cangalheiro, e em Sao Luis,
Pirapora. Os resultados do referido trabalho foram corroborados pelos exames
positivos de pacientes diagnosticados com dengue, confirmando a circulacéo
dos sorotipos nas duas cidades. Deve-se enfatizar que essas coletas foram

direcionadas aos bairros com ocorréncia de casos de dengue em humanos®®.
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O isolamento viral e a RT-PCR sé&o alternativas para se conhecer as
taxas de infeccdo em vetores e monitorar a introdugdo de novos sorotipos em
areas com circulacdo prévia de outros sorotipos’. Pinheiro et al.}’ (2005) em
estudo feito na cidade de Manaus, Estado do Amazonas, encontraram o
sorotipo VDEN3 em 15 grupos de fémeas de Aedes aegypti no periodo anterior
a maior ocorréncia de casos de dengue. Em Porto Triunfo, na Colémbia,
Romero-Vivas et al.'® (2000) isolaram os sorotipos VDEN1 e VDEN2 em
fémeas de Aedes aegypti. Outros estudos também tém demonstrado a
importancia do isolamento de virus dengue em mosquitos antes da
disseminac&o do agente etiolégico para a populacdo humana®®?.

Estudos utilizando fémeas adultas coletadas no campo, obtiveram
altas taxas de infeccéo, como os 8,52% detectados por Lourenco-de-Oliveira et
al.?* (2002) no Rio de Janeiro, e 16% detectados por Urdaneta et al.” (2005),
que coletaram adultos de Aedes aegypti em casas de pessoas infectadas na

Venezuela. Kow et al.?

(2001), encontraram uma taxa de 0,133% ao isolar
virus dengue de machos adultos de Aedes aegypti coletados no campo. Estes
resultados sugerem que a transmissdo transovariana do virus dengue em
Aedes aegypti pode ocorrer com uma frequéncia muito baixa na natureza, e
seu papel na persisténcia viral em areas urbanas pode ndo ser muito extensa®.

Zeidler et al.® (2008) em tentativa de isolamento de virus dengue em
44 |otes de larvas de Aedes aegypti, coletadas em um bairro com alta
incidéncia de dengue e alta infestacé&o do vetor, na cidade de Boa Vista, Estado
de Roraima, também ndo conseguiram detectar positividade nas amostras. O
método para triagem de virus dengue em larvas de Aedes aegypti ndo € o mais
adequado para predicdo de epidemias, dada a sua baixa taxa de infeccéo
quando comparada com a selecdo de fémeas adultas. Isto pode estar
relacionada ao fato de que as fémeas, que necessitam de repastos
sanguineos, tém muito mais probabilidade de se infectar com virus dengue®.

No entanto, no Brasil, ainda existem poucos estudos voltados para a
deteccéo viral do dengue em mosquitos®®. Muitas pesquisas se restringem a
apenas analisar dados epidemiologicos, por meio da coleta de soro de
pacientes quando a epidemia ja esta estabelecida.

Para Pinheiro et al.'” (2005) a investigacdo das taxas de infeccdo em

mosquitos fornece informac¢des sobre o sorotipo circulante numa localidade,
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antes que a doenca seja transmitida em niveis elevados, possibilitando a
implementacdo de medidas preventivas evitando assim epidemias de grandes
proporcoes.

Em conclusdo, a realizacdo de andlises de mosquitos pode dar
respostas sobre o periodo de inicio da circulacdo viral e também em que
periodos do ano ha intensificacdo da presenca dos virus dengue, o que permite
o0 combate ao vetor de forma antecipada a ocorréncia de casos de dengue na
populacdo. Sugere-se, portanto, a realizacdo da pesquisa de alados em um
periodo de tempo mais prolongado, ininterruptamente e de forma simultanea
em diferentes areas de uma localidade, para aumentar as chances do encontro
de espécimes infectados. O conhecimento do sorotipo que esta circulando é
uma informacdo fundamental para alertar a populacdo da possibilidade de

ocorréncia de formas mais graves da doenga.
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Tabela 1. Percentual de exemplares de A. aegypti coletados nos periodos seco,
chuvoso e intermediario, em bairros do municipio de Sao Luis, Maranh&o.

Mosquitos A. aegypti

Periodo Fémeas (9) Machos (3) Total

Seco 94 47 141 (25,04%)
Chuvoso 182 90 272 (48,32%)
Intermediario 92 58 150 (26,64%)
Total 368 (65,37%) 195 (34,63%) 563 (100,00%)

Teste Kruskal-Wallis = 3,253983; p = 0,1965
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Tabela 2. Numero de alados coletados por periodo em bairros de Sao Luis,
Maranh&o, 2008-2009.

Numero de alados (%)

Bairros Periodo Seco Periodo Periodo Total
Chuvoso Intermediario
Nov. e Dez. / Mar. e Abr./ Jul. e Ago. /2009
2008 2009
Coréia de Baixo 3(2,12) 21 (7,72) 12 (8,00) 36 (6,39)
Lira 6 (4,25) 58 (21,32) 21 (14,00) 85 (15,09)
Goiabal 39 (27,66) 42 (15,44) 50 (33,35) 131 (23,26)*
Joao Paulo 56 (39,75) 84 (30,91) 35 (23,33) 175 (31,13)*
Itapiraco 8 (5,67) 12 (4,41) 10 (6,66) 30 (5,32)
Residencial 4 (2,83) 5(1,83) 5 (3,33) 14 (2,48)
Canudos
Conjunto 4 (2,83) 36 (13,23) 3 (2,00) 43 (7,63)
Cohatrac |
Vila Luisdo 21 (14,89) 14 (5,14) 14 (9,33) 49 (8,70)
Total 141 (100,00) 272 (100,00) 150 (100,00) 563 (100,00)

Teste Kruskal-Wallis = 18,63852; p = 0,0094

Significativo a nivel de 5%.
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Tabela 3. Resultados das analises moleculares por Isolamento Viral e RT-
PCR em mosquitos Aedes aegypti coletados por periodo em bairros de Séao
Luis, Maranh&o, 2008-2009.

Periodo Numero de Resultado do Resultado da
pools Isolamento Viral RT-PCR
Seco 13 Negativo Negativo
Chuvoso 23 Negativo Negativo

Intermediario 15 Negativo Negativo
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2 Apéndice 2

2.1 Segundo Artigo Cientifico

2.1.1 Classificacao do Qualis do Periédico na arele Medicina ll:

ISSN Titulo Estrato Area de Avaliacéo

0001-706X Acta Tropica Bl MEDICINA I

2.1.2 Normas Editoriais:

Acta Tropica publica artigos originais, comunicagdmeves e artigos de
revisdo. Trabalhos originais normalmente ndo deesgeder 10 paginas impressas,
incluindo tabelas e figuras. Comunicagdes curtasdede exceder 4 paginas impressas,
incluindo tabelas e figuras. Os manuscritos devemasompanhados de uma carta
assinada por todos os autores. A apresentacdo dartign para a Acta Tropica €
entendida como implicando que néao tenha sido padiicanteriormente (exceto na
forma de resumo), e que nado esta sendo considpead@ublicacdo em outro lugar. O
ato de submeter um manuscrito para Acta Tropice&garcom ele o direito de publicar
no jornal. A responsabilidade pela veracidade ddéen@h do manuscrito, incluindo
referéncias bibliograficas, encontra-se inteirameoim os autores.

Apresentagdo A submisséao a este jornal continua totalmenténen-e vocé
sera guiado passo a passo, através do upload de aewivos. O sistema
automaticamente converte arquivos de origem parainico arquivo PDF do artigo,
que é usado no processo de revisdo. Por favor,queteapesar de arquivos de origem
do manuscrito serem convertidos para arquivos RDRgresentacdo para 0 processo
de revisdo, esses arquivos de origem Sao necesgaia 0 processamento adicional
apos a aceitacao.

Ambito do Jornal. O contetido dos artigos submetidos deve cair clatdr
escopo da revista. Manuscritos baseados em parasitecrobios ou experiéncias para
inibicdo de vetores com extratos ou fragbes, omslengredientes ativos ndo sé&o
definidos, normalmente ndo serdo aceitos. Os daumseoriginais deverdo ser
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organizados da seguinte forma: Resumo — Palaveagch Introducdo — Material (ou
Pacientes) e Métodos — Resultados — Discussdesad@gmentos — Referéncias.

(a) Os trabalhos devem ser completos em todospestas, com espacamento
duplo e mesmas margens de largura. O sistema métpara ser usado por toda parte.

(b) Os originais devem ser cuidadosamente verifisadntes do envio.
Nenhuma alteracdo sera permitida na fase da prova.

(c) O titulo da pagina deve incluir: titulo, nomébacdes e endereco postal
completo de todos os autores. Um autor corresptadéeve ser designado, com
telefone e enderec¢o de e-mail.

(d) Um resumo, nédo superior a 5% do comprimentoadmo, deve ser
fornecido.

(e) Palavras-chave (termos de indexacdo), normanie itens, devem ser
fornecidos.

As referéncias devem ser reunidas em ordem alé@bé&m uma folha
separada. No texto devem ser referidas pelo noar gSistema de Harvard), o ano
deve ser colocado entre parénteses, por exempleg,J1970). Mais do que um artigo
do mesmo autor no mesmo ano devem ser identificpdtes letras A, B, C, etc,
colocado apés o ano de publicagcdo. No texto, quaedefere a um trabalho de mais de
dois autores, o nome do primeiro autor deve seuidegde et al. Referéncias
bibliograficas devem consistir em nomes e inicagstodos os autores, ano, titulo do
documento referido, o titulo abreviado do periédimamero do volume e da primeira e
Ultima péginas do jornal. Periddicos, livros e @ariivros do autor deve estar em
conformidade com os seguintes exemplos:

- Musaka, RA, Nayambati, VM, Nantulya, VM, MajiwRAO, Moloo, SK,
Musoke, AJ, 1988. Os perfis de cromossomo Trypanasongolese isolados de Kilifi,
Quénia e sua relacdo com a serodema identidade Bidchem. Parasitol. 30, 105-112.

- Garcia, L.S., Bruckner, D.A., 1988. Diagnostic déml Parasitology.
Histologica identificacdo dos parasitas. Elsevigr Bubl. Co. Inc., New York, NY, pp.
326-334.

- Scorza, JV, Medina, R., Pérez, H., Hernandez, Bg85. Leishmaniose na
Venezuela. In: K.-P. Chang e R.S. Bray (Eds.), Hurbaencas Parasitarias, vol. 1,
leishmaniose, Elsevier, Amsterdam, pp. 283-296.

- Titulos das revistas devem ser abreviados dedacoym thelist de Serial

Title Word Abbreviations (disponivel a partir Imetional Serials Data System, 20 rue
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Bachaumont, 75002 Paris, Franga. ISBN 2-904938)0R®&feréncias relativas a dados
nao publicados ndo devem ser citados na lista @eéreia; trabalhos aceitos para
publicacdo devem ser referidos como na imprendar@&weias incompleta pode resultar

em atraso da publicacéo.
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Resumo: Este estudo objetivou estimar a densidade populacisazonal ddAedes
aegypti em bairros do municipio de S&o Luis, Estado doalta#o, e analisar a
influéncia da temperatura, umidade relativa do gprecipitacdo pluviométrica na
distribuicdo dessa espécie. Foram visitados 32@emdéem oito bairros previamente
sorteados do municipio: Coréia de Baixo, Lira, ®ala Jodo Paulo, Itapiraco,
Residencial Canudos, Conjunto Cohatrac | e Vilaséai As coletas foram realizadas
em trés periodos: seco (novembro e dezembro de),2008voso (marco e abril de
2009) e intermediario (julho e agosto de 2009), tnosos matutino (08h00 as 12h00) e
vespertino (14h00 as 18h00). Foram coletados 56juilmsAedes aegyptsendo 141
no seco, 272 no chuvoso e 150 no intermediarioei@®@o chuvoso foi considerado o
mais produtivo em numero de mosquitos, sendo no deésiarco coletada a maior
quantidade de alados, com 173 espécimes. A amlis@antidade de adultos Aedes
aegyptiem relacdo aos periodos (p = 0,1965) e meses ([2423) de coleta, ndo
mostrou diferencas significantes. Os testes mastrgue a quantidade de alados variou
significativamente entre os bairros, sendo o J@iboRe o Goiabal, localizados na Zona
Central de Séo Luis, os que apresentaram as ddasidaais elevadas considerando-se
o total de espécimes coletados nos trés periodesd(p094). Os dados expostos neste
trabalho demonstram que em Sao Luis, os fatoregtitios apesar de influenciarem o
desenvolvimento doAedes aegyptindo foram apontados como 0s principais
responsaveis pela flutuacdo sazonal desse vetpre @leve estar relacionado a fatores
sociais, culturais e outros fatores como a conagatr populacional e problemas de

saneamento.

Palavras-chave:Aedes aegyptsazonalidade, densidade populacional.

Abstract: This study aimed to estimate the seasonal populatiensity of Aedes
aegyptiin districts of Sdo Luis, Maranhdo, and to analyeeinfluence of temperature,
relative humidity and rainfall distribution of thipecies. 320 properties were visited in
eight districts previously drawn of the city: “Caéle Baixo”, “Lira”, “Goiabal”, “Jodo
Paulo”, “Itapiracd”, “Residencial Canudos”, “ConjonCohatrac I” and “Vila Luisao”.
Samples were collected in three periods: dry (NdwembDecember 2008), rainy
(March-April 2009) and intermediate (July / Aug@2809), shifts in the morning (08h00
to 12h00) and afternoon (14h00 to 18h00). We cl&&63 mosquitoesedes aegypti
with 141 in the dry season, 272 in the rainy an@ ikbthe intermediate. The rainy
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season was considered the most productive in thdbeuof mosquitoes, and in March
collected the largest amount of winged, with 178camens. The analysis of the number
of Aedes aegyptadults in relation to periods (p = 0.1965) and rhenfp = 0.2423)
collection, showed no significant differences. Sestowed that the quantity of winged
varied significantly between districts, and thedddPaulo” and “Goiabal”, located in
the Central Zone of Sdo Luis who had higher desssitonsidering the total of
specimens collected in three periods (p = 0.00P4g. data presented in this paper show
that in Sdo Luis despite the climatic factors ieflae the development Akdes aegypti
were not indicated as the main responsible forsgmesonal fluctuation of this vector,
which should be related to social, cultural andeotiactors such as population density

and poor sanitation.

Introducao

O Aedesaegypti€é o principal vetor do Dengue Classico (DC) e a@hré
Hemorragica do Dengue (FHD) nas Américas (Foratt#ti02). A prevencédo de
epidemias do dengue depende fundamentalmente deaegopulacional do vetor no
domicilio e peridomicilio — principais locais nosiais ocorre a transmissao (Tauil,
2002). Aliado a isso, a eliminacdo dos recipiemes acumulam agua e servem de
habitat para as larvas dedes aegypte constitui no modo mais efetivo de reduzir sua
reproducao e dispersdo nos centros urbanos brasjlem especial nos municipios da
Regido Nordeste do pais, que apresentam defici@éudasistemas de abastecimento
(Gubler, 2002; Caprara et al., 2009).

A expansdo geografica de populacdesAdelesaegypti sofre influéncia de
varios fatores, dentre os quais estdo os climati¢dlasser e Gomes, 2002). A
precipitagdo pluviométrica € um fator importante atundancia déedes aegyptia
gual influi principalmente na densidade de criadsutevido ao aumento de recipientes
artificiais e naturais com acumulo de agua no dgiracilio, nos periodos e locais com
mais frequéncia e intensidade de chuva (Costa,e2G08). Além disso, sdo cada vez
maiores as evidéncias de que a ampliacdo das éeeabisseminacdo do vetor, e
consequente transmissdo da doenca, deve-se ao taudaetemperatura do planeta,
especialmente nos ultimos 100 anos (Hurtado-Diak,e2007).

No Estado do Maranhao, Aedes aegyptioi introduzido em 1969, mas so

chamou a atencédo dos érgaos de saude publica riedfi95, quando se detectaram os
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primeiros casos de DC. No municipio de S&o Luifiizarse alta densidade de imdveis
infestados, 0 que se deve, entre outros fatorgerale concentracdo populacional em
aglomerados de habitagcdes sem saneamento bagievifesia da capital (Rebélo et al.,
1999). E possivel observar acimulo de lixo nostgisrdas residéncias e em terrenos
baldios, especialmente em areas de ocupacdo mregoi condi¢cdes de vida mais
desfavoraveis onde é limitado o alcance das paditipublicas de saneamento
(Goncalves Neto et al., 2006).

Esta situacdo favorece a manutencédo do vetor, déépirculacdo simultanea
de varios sorotipos do dengue no municipio, o qo@igia a ocorréncia de casos de
dengue. Em 2008, foram notificados 1.256 casose#taspem S&o Luis, sendo 608
confirmados para o DC e 82 para a FHD (SINAN, 20@&s) 2009, até junho houve
reducdo acentuada das notificacbes, com o regilgtrapenas trés casos de FHD e
nenhum obito (MS, 2009). No entanto, considerarel@scurva epidemiologica do
dengue, as medidas de controle tornaram-se coestgata evitar ou minimizar 0s
casos anualmente.

Dessa forma, considerando a importancia das cossliciimaticas na dispersao
das populacdes deedes aegypt a localizagdo do municipio de S&o Luis numadeea
transicdo geogréfica, o presente trabalho objetesitmar a densidade populacional do
vetor em bairros do municipio nos diferentes p&sodb ano, e analisar a influéncia da
temperatura, umidade relativa do ar e precipitggéwviométrica na distribuicdo dessa

espécie.

Material e Métodos
A pesquisa foi realizada no municipio de S&o Lsitsado na llha de Sao Luis,
ao norte do Estado do Maranhdo (02° 31’ 47" Suli® 8’ 10" Oeste), altitude de
24,391 m e area de 827 Kmue corresponde aproximadamente a 0,24% do téritd
do Estado, e com populacéo de 957.515 habitarB&EACid@des, 2008). O clima é
tropical quente e Umido, com duas estacfes: a ehuy@mneiro a junho), com
precipitacdo pluviométrica meédia de 1.954 mm; e &stiagem (julho a dezembro). A
temperatura varia entre 28 a 30°C, em média (GERI2AN2).
Foram selecionados aleatoriamente dois distritosdnicipio de S&o Luis e
em cada um destes, sorteados quatro bairros ztaotdl oito bairros: Distrito Centro —
Coréia de Baixo, Lira, Goiabal e Jodo Paulo; erasCohab — Itapiracd, Residencial

Canudos, Conjunto Cohatrac | e Vila Luisdo. As tadeforam realizadas em 320
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imoveis, sendo visitados 40 por bairro. As visifasam feitas juntamente com
supervisores e agentes de controle do dengue det&é&c Municipal de Salude de Sao
Luis.

O Distrito Centro localizado na area central do iTipio, caracteriza-se por
apresentar casardes antigos, alguns inclusive abadds, com bairros possuindo
esgoto a céu aberto ou mesmo coérregos proximogsi@éncias, o que favorece o
acumulo de lixo jogado pela populagéo. O Distritth@b, situado mais a periferia do
municipio compreende uma area com extensa vegetagfee contribui para a criacao
de insetos, e nos bairros algumas ruas nao posasfeiftamento, além de apresentarem
sistema de saneamento bésico deficiente.

As coletas foram realizadas em trés periodos: gemembro e dezembro de
2008), chuvoso (marco e abril de 2009) e intermgi&aracterizando o término do
chuvoso e inicio do seco (julho e agosto de 20B89%aptura dos alados foi feita
utilizando-se aspirador mecéanico acoplado a umaribatle 12 volts (Nasci, 1981)
movimentado embaixo dos modveis e nas partes maiadds dos imoveis para
aspiracdo dos mosquitos que estivessem em repanigorto intradomicilio quanto no
peridomicilio. Os espécimes foram anestesiadoarnsportados ao Centro de Pesquisa
Clinica do Hospital Universitario da UniversidadedEral do Maranhao, para realizagédo
da identificacdo em nivel de espécie, com chavedaiificacdo de Forattini (2002) e
posterior armazenamento em freezer a — 86° C.

Para o tratamento estatistico, foram utilizadosdados da quantidade de
alados coletados por bairro, més e periodo (séwy0s0 e intermediario), bem como
os climaticos (temperatura, umidade relativa de arecipitacdo pluviométrica). Para
examinar diferencas entre os periodos de coletatifiado o Teste de Kruskal-Wallis,
e para examinar as relacdes entre quantidade dguitassadultos e dados climaticos,
foi utilizada a Correlacdo de Spearman. O nivedigeificancia adotado para se rejeitar
a hipétese de nulidade foi de 5%. As andlisesisStats foram realizadas no software
System Analysis Statistical (Statsoft, 2001).

Resultados
Foram coletados 563 mosquitdésdes aegyptem oito bairros do municipio de

Séao Luis, nos trés periodos de realizacdo da esql#tl no seco (novembro e

dezembro de 2008), 272 no chuvoso (margco e abrl0f®) e 150 no intermediario
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(julho e agosto de 2009). Do total de alados, 36Bhdémeas (65,37%) e 195 (34,63%)
eram machos. O periodo chuvoso foi 0 mais prodwivonimero de mosquitos e no
més de marco foi coletada a maior quantidade dmslaom 30,75% (173 espécimes)
(Tabela 1). No entanto, a analise da quantidadeddios deAedes aegypem relacéo
aos periodos (p = 0,1965) e meses (p = 0,2423)ot#ac ndo mostrou diferencas
significantes.

A pesquisa revelou que o més com maior indice alagtawde chuvas foi abril
de 2009, alcancando o registro de 537,6 mm, sest@gooeque apresentava o segundo
maior nimero de alados (17,58%). Registrou a temypex média maxima, o més de
novembro de 2008, com 32,88 °C, sendo 0 més maistejue também foi o periodo
sem ocorréncia de chuvas. Neste més foram coleth8@3% dos espécimes. Em
relacdo a umidade relativa do ar, observou-se ormegistro méedio mensal no més de
julho de 2009, quando foram coletados 93 aladolsgfaal).

Os resultados da correlagéo entre a quantidadeeteptares dé\edes aegypti
e variaveis climaticas encontram-se na Tabela 2.r8lacdo aos fatores abioticos
(médias de temperatura, umidade relativa do areeiptacdo pluviométrica) e o
namero de alados néo foi observada correlagcédoiymsitnegativa. Os maiores valores
de Correlacdo de Spearman referiram-se a assoaa¢@numero total de alados e a
umidade relativa do ar média mensal, e numero tietalados e a umidade relativa do
ar média mensal minima com 0,771429 (p = 0,072387¢orrelacdo de Spearman
mostrou menor valor de associagdo, em relacdo anolme alados e temperatura média
mensal minima, com - 0,771429 (p = 0,072397).

Os espécimes foram coletados nos bairros previansemteados nos distritos
Centro e Cohab. A quantidade de alados variou feigtivamente entre os bairros,
sendo o Jodo Paulo e o Goiabal os que apresentsatensidades mais elevadas
considerando-se o total de espécimes coletadosr@é®seriodos (p = 0,0094). Em
relacdo aos periodos de coleta, no periodo sebaijrm Jodo Paulo (Distrito Centro)
apresentou maior percentual de alados, com 39,@86texemplares), sendo seguido
pelo Vila Luisdo (Distrito Cohab) com 14,89% (2bé@&smes). No periodo chuvoso, o
bairro com maior quantidade de espécimes coletizaolsém foi o Jodo Paulo, com 84
exemplares, o equivalente a 30,91%. O segundo cararrdensidade de alados de
Aedes aegyptmo mesmo periodo foi o Lira com 21,32% (58 exenegla Em relacéo

ao periodo intermediario, os bairros com maior tjdade de espécimes coletados
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foram o Goiabal (Distrito Centro) com 33,35% (5CGmplares) e novamente o Joao
Paulo com 23,33% (35 alados) (Tabela 3).

Discussao

A abundancia de populagbes de mosquiteedes aegyptipode sofrer
influéncia de fatores bidticos e abioticos, potalmente envolvidos com flutuacdes das
populacdes. No presente trabalho, foram realizadbtas deAedes aegyptem trés
periodos: seco, chuvoso e intermediario, obtendasdotal de 563 mosquitos, sendo
gue a maioria dos espécimes foi coletada no per@dwvoso. Os resultados de
correlacéo entre quantidade de exemplare8atkes aegype variaveis climaticas nédo
mostrou associacao entre os fatores abidticos @nélli temperatura, umidade relativa
do ar e precipitacdo pluviométrica) e nimero ddadam cada estacdo e més de coleta.
No entanto, observou-se variacdo no numero de daesspcoletados, com 141 no
periodo seco, 272 no chuvoso e 150 no periodometiario. Esse resultado mostra
que os fatores climaticos podem influenciar na idew® de mosquitos nos diferentes
periodos do ano, com aumento do nimero de esp&cigsoca das chuvas.

Estudos tém mostrado associacdes entre a variagéoad e a densidade de
mosquitos do génemdedes Serpa et al. (2006) constataram no municipioaler® Sao
Paulo, a associacdo entre Aedes aegypte temperatura maxima, e enttedes
albopictus e pluviosidade. Na pesquisa realizada por Glass&omes (2002) para
identificar a influéncia de fatores climaticos eliatribuicdo das populagbes Aedes
aegyptie Aedes albopictuso Estado de Séo Paulo, observou-se a influénsidndicces
pluviométricos nos padrdes de expansao geograiioarste para dedes aegypti

No presente estudo observou-se uma densidadeicagjndmente elevada de
alados deAedes aegyptos bairros Jodo Paulo e Goiabal. Estes bairtée sguados
no Distrito Centro e apresentam saneamento béasitcieshte e esgoto a céu aberto. O
Jodo Paulo € um dos bairros mais populosos de $@® E apresenta muitos
estabelecimentos comerciais e feiras, o que centampopicia grande quantidade de
criadouros para Aedes aegyptiO Goiabal possui algumas areas com ampla vegetaca
grande parte das ruas é asfaltada e a maioriaadas possui terrenos extensos onde é
comum a criacdo de animais domésticos como galighg®rcos, locais também

considerados estratégicos para o desenvolvimentetdees.
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Nos imoveis do Jodo Paulo e do Goiabal foi comusnapntro de recipientes
utilizados para o armazenamento de agua, o queetambde favorecer essa infestacao.
Esse aspecto foi apontado por um estudo realizadtha de Sao Luis, no qual a alta
densidade de iméveis infestados devia-se, entreutotivos, a grande concentracao
populacional em habita¢des aglomeradas sem santab#@sico na periferia da capital,
situagcdo ainda observada atualmente (Rébelo di98I9). Goncgalves Neto et al. (2006)
em estudo na capital maranhense também detectaammaioria da populacdo dispde
de agua do sistema publico, entretanto, a descoadile no abastecimento desencadeia
a estocagem, ja que em muitas ocasides a agua teoohega nas torneiras no periodo
da madrugada, obrigando a populacdo a armazené-ldepdsitos de grande porte.
Nesse contexto, a caixa d’agua como criadouro reeamncao especial, uma vez que é
encontrada na maioria das residéncias como reéeo/germanente. Esses depdositos e
outros usados para armazenar podem se transfonmiacais ideais para a proliferagéo
de mosquitos, favorecendo a manutencdo de suagudioimesmo em periodos com
baixas precipitacdes (Forattini e Brito, 2003; Ren2003; Caprara et al., 2009). Os
achados de Almeida et al. (2009) em pesquisarieitdio de Janeiro, também apontam
gue problemas relacionados ao saneamento basitoboem decisivamente para o
aumento do risco de dengue, devido a constantergr@sicAedes aegypti

Entretanto, embora os mecanismos de dispersdovpadsiAedes aegypti
sejam conhecidos, é importante que se estude @émtibh de diversos fatores na
expansao geografica de suas populacdes, para isulsirmulacdo de estratégias de
vigilancia entomoldgica (Glasser e Gomes, 2000)iMd&es de infestagdo Predial, de
Breteau e de Tipo de Recipiente sédo ferramenthsadias pelos programas de controle
do dengue para medir o nivel de infestacdo vejamdérentes ao Levantamento de
indice Réapido para\edes aegypt- LIRAa (MS, 2007). No entanto, ndo avaliam a
produtividade dos habitats déedes aegyptie ndo séo considerados seguros e
suficientes para mensurar a distribuicdo e a ildads dessa infestagao (Kuno, 1995).

Quanto ao ambiente do imével no qual se encontmggoitos em Sao Luis, a
maioria dos alados foi coletada no intradomicibiojue demonstra o comportamento
endofilico e endofagico desse mosquito. O ambianterno do imdével com
caracteristicas préprias de temperatura, sombraisigpara repouso, e oferta de sangue
humano, mostra-se bastante propicio para ess® igeet esta adaptado as condicdes
antropicas. Resultado semelhante foi encontradestndo realizado em Sao José do

Rio Preto, Sdo Paulo, que demonstrou que mais 4ed®3 adultos déedes aegypti
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coletados estavam no intradomicilio. Essa permaaéma intradomicilio diminui a
eficacia de uma das medidas de controle quimiogetir, a nebulizacdo e o ultra baixo
volume com maquinas acopladas a veiculos motorizadesse caso, o inseticida &
aspergido de viaturas que circundam os quarteigdasentrada do produto no interior
das residéncias é dificultada por barreiras fisicaso &rvores, portas e janelas
fechadas (Barata et al., 2001). Deve-se ressaitda @ue muitas vezes os agentes de
endemias tém dificuldades para inspecionar o arteigrierno das residéncias, por
resisténcia dos moradores, 0 que possibilita ag@#ncia do vetor na habitacao.
Embora os dados expostos neste trabalho ndo tectdraprovado a influéncia
dos fatores climaticos temperatura, umidade relaliv ar e precipitacdo pluviométrica
isoladamente como responsaveis pela flutuacdo shdeste vetor, deve-se ressaltar
que o periodo de coleta foi restrito a um ano, eonostras para cada estacdo, sendo
ideal, coletas mensais e repeticbes anuais. Assasanostraram uma tendéncia ao
desenvolvimento do mosquito em periodos do ano aoamento da temperatura e
ocorréncia de chuvas, pois estes fatores abiépoolem interferir na sua dinamica
populacional potencializando o aumento do numerocrigdouros e permitindo o
crescimento da populacdo do mosquito. Deve-se lt@sspie varios outros fatores
precisam ser considerados nos estudos sobre demsdiaAedes aegypticomo
criadouros, imoveis, frequéncia de aplicacao deticidas, entre outros, pois sao tipos
de condicbes dos fatores que influenciam na dedsigapulacional do vetor. Além
disso, a urbanizacdo n&o planejada, com a exiatéeium sistema deficiente de
abastecimento de agua e de saneamento basico inas like S&do Luis, tem criado

novas oportunidades para reproducao de insetos.
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Tabela 1. Numero de alados Aledes aegypt informagéo relativa aos fatores abidticos noiaipio de S&do Luis,
Maranh&o, 2008-2009.

Umidade Relativa do Ar
Média Mensal (%)

Temperatura Média Mensal
Precipitacédo (°C)

Més/Ano NuUmero de pluviométrica

alados (%) (mm)

Maxima Minima Maxima Minima

Nov. / 88 (15,63) 0 32,88 25,40 82,26 54,06
2008
Dez. /  53(9,41) 40,6 32,05 25,17 88,83 57,03
2008
Mar. /173 (30,75) 4422 29,90 23,46 97,93 72,45
2009
Abr. /99 (17,58) 537,6 29,24 23,21 98,70 76,16
2009
Jul. / 2009 93 (16,51) 82,4 32,16 22,30 99,41 65,29
Ago. /  57(10,12) 23,2 32,70 23,06 96,70 60,64
2009

Tabela 2. Associacdo entre quantidade de aladésdies aegyp# fatores abidticos nos periodos seco, chuvoso e
intermediario, em bairros do municipio de Sdo LMiaranh&o.

Pares de Variaveis N R t p-level
Alados x PP 6 0,714286 2,04124 0,110787
Alados x URA Média Mensal 6 0,771429 2,42467 0,0723
Alados x URA Média Mensal Méax. 6 0,6 15 0,208
Alados x URA Média Mensal Min. 6 0,771429 2,42467 ,072397
Alados x T Média Mensal 6 -0,2 -0,40825 0,704
Alados x T Média Mensal Max. 6 -0,542857 -1,29279 0,265703
Alados x T Média Mensal Min. 6 -0,771429 -2,42467 0,072397

PP = Precipitacado Pluviométrica; URA = Umidade Bedado Ar; T = Temperatura; max. = maxima; min. =
minima; R = Correlacdo de Spearman.

Fonte: Laboratério de Meteorologia do Nucleo Geadenthl da Universidade Estadual do Maranhdo , Sés, L
Maranh&o.

Tabela 3. Numero de alados coletados por periodoagmos de Sao Luis, Maranh&o, 2008-2009.

Numero de alados (%)
Periodo Chuvoso Periodo Total
Intermediario
Jul. e Ago. / 2009

Bairros Periodo Seco

Nov. e Dez. / 2008 Mar. e Abr. / 200

Coréia de Baixo 3(2,12) 21 (7,72) 12 (8,00) 3695,
Lira 6 (4,25) 58 (21,32) 21 (14,00) 85 (15,09)
Goiaball 39 (27,66) 42 (15,44) 50 (33,35) 131 (28,26
Jodo Paulo 56 (39,75) 84 (30,91) 35 (23,33) 175.@1
Itapiraco 8 (5,67) 12 (4,41) 10 (6,66) 30 (5,32)
Residencial 4 (2,83) 5(1,83) 5(3,33) 14 (2,48)
Canudos

Conjunto Cohatrac 4 (2,83) 36 (13,23) 3 (2,00) 43 (7,63)
I

Vila Luisdo 21 (14,89) 14 (5,14) 14 (9,33) 49 (8,70
Total 141 (100,00) 272 (100,00) 150 (100,00) 568)(Q0)




