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RESUMO

Os chamados vetores, na maioria das vezes hematofagos, sdo capazes de transmitir
patdégenos entre humanos, ou entre humanos e animais. Entre os principais insetos vetores
de doencas estdo os do género Anopheles (maléria), Aedes (dengue, zika e chikungunya),
e Lutzomyia (leishmaniose). Devido as condi¢des climaticas nos tropicos e o aumento da
mobilidade humana, a populacdo destes insetos tem aumentado, e desta forma se
distribuido ao longo do globo. Tal expanséo tem elevado o nimero de casos de doencas,
bem como a atenc@o da comunidade cientifica em busca de diferentes possibilidades de
controle. Entre os métodos de controle mais implantados estdo: mecéanico, quimico, de
manipulacdo genética, protecdo pessoal e de a¢bdes educativas. Wolbachia pipientis é
uma bactéria pleomorfica intracelular obrigatdria encontrada nos tecidos reprodutivos de
65% dos artropodes, sendo recentemente identificada em espécimes vetores da
Leishmaniose visceral no Brasil, a Lutzomyia. Tal bactéria € capaz de causar alteracdes
no seu hospedeiro, reduzindo significativamente a longevidade dos vetores infectados e
com isso diminuindo a possibilidade de transmissdo de alguns virus e parasitos, como
acontece com o Aedes aegypti. A leishmaniose visceral, uma doenca zoonotica causada
pela Leishmania infantum, é considerada um importante problema de saude publica no
mundo, sendo transmitida através da picada de fémeas de insetos flebotomineos,
Lutzomyia longipalpis. O objetivo desta reviséo é identificar as formas de controle vetorial
gue vem sendo exploradas pelos pesquisadores e explanar a possibilidade de uso da
bactéria Wolbachia que pode gerar novas estratégias de controle de doencas causadas

por Lutzomyia longipalpis.

Palavras-chaves: Controle Bioldgico; Vetor; Leishmaniose.



ABSTRACT

The so-called vectors, most often hematophages, are capable of transmitting
pathogens between humans, or between humans and animals. Among the main insect
vectors are Anopheles (malaria), Aedes (dengue, zika and chikungunya), and Lutzomyia
(leishmaniasis). Due to the climatic conditions in the tropics and the increase of human
mobility, the population of these insects has increased, and this way if distributed
throughout the globe. Such expansion has increased the number of cases of diseases, as
well as the attention of the scientific community in search of different possibilities of
control. Among the most implanted control methods are: mechanical, chemical, genetic
manipulation, personal protection and educational actions. Wolbachia pipientis is an
obligate intracellular pleomorphic bacterium found in the reproductive tissues of 65% of
arthropods, and has recently been identified in vector specimens of visceral leishmaniasis
in Brazil, Lutzomyia. Such a bacterium is capable of causing changes in its host,
significantly reducing the longevity of infected vectors and thereby reducing the possibility
of transmission of some viruses and parasites, as with Aedes aegypti. Visceral
leishmaniasis, a zoonotic disease caused by Leishmania infantum, is considered a major
public health problem in the world, being transmitted through the bite of female
phlebotomine insects, Lutzomyia longipalpis. The objective of this review is to identify the
forms of vector control that have been explored by the researchers and to explain the
possibility of using Wolbachia bacteria that can generate new strategies to control

diseases caused by Lutzomyia longipalpis.

Keywords: Biological Control; Vector; Leishmaniasis.
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1. INTRODUCAO

Os insetos sdo animais especializados e facilmente adaptaveis as mais variadas
condicdes de vida. Pertencem ao filo dos artropodes, compreendendo mais de um milhdo
de espécies ja descritas, sendo assim o grupo de animais mais abundantes do globo
terrestre (ALVES, 1998). Estas espécies possuem grande importancia epidemiolégica,
pois atuam como vetores de transmissdo de doengas ao homem. Entre os principais
insetos vetores de doencas estdo os do género Anopheles (maléria), Aedes (dengue, zika

e chikungunya), e Lutzomyia (leishmaniose).

O aumento populacional desses vetores como resultado do desmatamento,
monoculturas, criacdo intensiva de animais, condi¢cdes inadequadas de escoamento de
aguas e de remocao de dejetos e lixos, precarias condicbes de moradia, alimentacao,
vestuario e higiene, tem contribuido para o crescimento dessas enfermidades (FINKLER,
2012). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2017) os patdgenos que Ssao
transmitidas por vetores tém causado grande impacto na mortalidade e morbidade
humana (ADAMS; KAPAN, 2009), sendo responsavel por 17% de todas as doencas

infecciosas.

A principal forma de controle para a maioria destes patdgenos baseia-se no manejo
de vetores. Contudo, o controle a partir da eliminacdo de vetores ainda € um ponto
importante a ser discutido, uma vez que muitos agentes de campo ndo possuem
capacitacdo adequada, no que se refere a facilidade de identificacdo dos vetores e de

aplicacdo de medidas antivetoriais (TAUIL et al., 2006).

Além disso, a utilizagcdo continuada de inseticidas, principal tipo de controle
empregado atualmente, acaba por selecionar vetores resistentes, reduzindo assim a sua
capacidade de elimina-los do ambiente. Outro empecilho bem comum é a negacao da
populacdo a entrada de agentes comunitario de satde em suas residéncias para aplicacéo
de larvicidas e/ou inseticidas. As alegacdes para a dificuldade da entrada nos domicilios
vao desde numero elevado de usuarios para acompanhamento, o numero de horas
insuficiente para tal atividade, até uma inadequacdo do horario destinado as visitas
domiciliares (COSTA et al., 2013).

Assim, controles alternativos vém sendo buscados, entre os quais estd a
possibilidade da utilizacdo da bactéria Gram negativa e endossimbionte, Wolbachia sp., em

insetos vetores de doencas. Wolbachia est4 presente em cerca de 40% de todas as
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espécies conhecidas de artropodes terrestres (ZUG; HAMMERSTEIN, 2012), 52%
dos artrépodes aquéticos e em 37% de nematddeos filariais (FERRI et al., 2011; SAZAMA
et al., 2017), sendo considerada, em uma metandlise realizada em 2008, como o0 género
de Dbactérias intracelulares mais abundante do globo (HILGENBOECKER;
HAMMERSTEIN, 2008).

Wolbachia de artropodes exibe uma associacdo mais parasitaria com seu
hospedeiro (PFARR; HOERAUF, 2005), sendo observado em Aedes aegypti e Anopheles
sp, inibicdo da transmissdo do virus da dengue e do parasita Plasmodium gallinaceum,
respectivamente. Além de ser capaz de causar alteracdes em seu hospedeiro como
feminizacdo, morte dos machos, incompatibilidade citoplasmética, e reducédo significativa
da longevidade dos vetores infectados (MOREIRA et al.,, 2009; BIAN et al., 2010;
HOFFMANN et al., 2010; BIAN etal., 2013; DUTRA et al., 2016; PAN et al., 2018).

Desta forma, o presente trabalho visa fornecer, ao meio académico, uma revisao
bibliografica sobre Wolbachia e sua possibilidade como uso de controle bioldgico de insetos

vetores.

2. METODOLOGIA

A pesquisa bibliografica pode ser entendida como um processo que envolve as
seguintes etapas: escolha do tema, levantamento bibliografico, formulacdo do problema,
elaboracado do plano provisoério de assunto, busca de fontes, leitura do material, tomadade
apontamentos, confeccao de fichas, construcéo logica do trabalho e redagéo do texto final
(GIL, 2006).

O levantamento de dados com base nas literaturas cientificas existentes foi realizado
no periodo de janeiro a abril de 2019. Nao se foi definido um periodo especifico de busca,
visto que se pretendeu alcancar uma maior gama de trabalhos publicados acerca do tema

proposto nesta revisao.

Neste contexto, foi realizada uma busca sistematica onde os dados foram coletados
em paginas governamentais e de cunho cientifico. A busca ocorreu em sites como Scorpus,

Scientific Electronic Library Online (Scielo) e Pubmed utilizando sempre descritores como

“Wolbachia”, “Controle Biolégico”, Wolbachia em insetos”, “Wolbachia em nematddeos”,

‘Wolbachia Culex”, “Wolbachia Aedes”, “Wolbachia Anopheles®, “Wolbachia Lutzomyia”,

“Wolbachia Phlebotomus”, “Filogenia Wolbachia” (Descritores em portugués e inglés); os
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mesmos foram cruzados de modo a permitir uma busca mais precisa e especifica sobre o

referido tema, foi utilizado o operador booleano “AND”.

A escolha dos artigos pesquisados foi baseada na leitura do titulo e do resumo do
trabalho, focando em aspectos que fossem de fato interessantes para esta revisdo. Sites
governamentais como o do Ministério da Saude (http:/portalsaude.saude.gov.br) e do

Centers for Disease Control and Prevention (CDC) (https://www.cdc.gov) também foram

consultados, assim como o do Google Académico também foi fonte de busca de literatura

cinza como teses, dissertacdes, relatério e monografias.

O método de amostragem néo probabilistica, denominada bola de neve que utiliza
cadeias de referéncia foi aplicado dentro dos artigos selecionados inicialmente na busca.
Tal método apresenta uma certa limitagcdo se o objetivo da pesquisa estiver associado a
probabilidade, pois nédo poderd ser alcancado pela bola de neve. Segundo Bernard
(2005), € um metodo util para: estudar populacdes dificeis de serem acessadas ou

estudadas, ou mesmo quando ndo ha precisédo sobre sua quantidade.

A pesquisa foi desenvolvida com os seguintes passos: identificacdo do problema e
guestdes norteadoras; definicAo do tema a ser explorado; pesquisa dos documentos
cientificos nas bases de dados; identificacdo dos documentos mais adequados; leitura dos
escritos cientificos; e finalizacdo da pesquisa de revisdo. Os conteudos selecionados na

busca encontram-se no presente trabalho no formato de citacdo, imagens e esquemas.

3. REVISAO

3.1. VETORES

Os Dipteros sao insetos responsaveis pela transmissdo vetorial de doencas
causada por patégenos e parasitas ao homem, apresentando assim importancia médica
(SUESDEK, 2019). Entre os dipteros, o que pertecem a familia Culicidae, também
conhecida como pernilongos, muricocas ou carapands e 0s pertencentes a familia
Psychodidae, dos flebotomineos, se destacam como vetores bioldgicos por incluirem um

grande numero de insetos de importancia médica.

Os espécimes destas familias sdo insetos holometabdlicos (endopterygota ou
holometabola), com metamorfoses completas, apresentando assim formas imaturas, ovo,
larva com quatro estadios larvares, e pupa, as quais nao se assemelham ao inseto adulto
(Figura 1).
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Figura 1 - Ciclo de vida de mosquitos da familia Culicidae. A fémea p8e os ovos sobre a agua, estes
transformam-se em larvas que depois passam a pupas de onde eclodem os mosquitos adultos. Fonte: Brasil

Escola.

O ciclo de vida dos mosquitos se passa em dois meios separados; os adultosvivem
no meio aéreo, e as formas imaturas evoluem na agua, constituindo assim uma fase
aquética (ALMEIDA, 2011; FOSTER; WALKER, 2002).

De maneira geral as larvas se alimentam de fitoplancton ou zooplancton, enquanto
gue as pupas nao se alimentam. Quando adultos, estes obtém aclcar de seivas vegetais e
néctar, sendo que as fémeas em periodos especificos se alimentam preferencialmente de
sangue de animais vertebrados, o que condiciona seu papel como mosquitos vetores
(FOSTER; WALKER, 2002). Uma proteina contida na hemoglobina e o soro, fornecem
aminoacidos que permitem a sintese da vitalogenia. Apés a hematofagia, as fémeas ficam
um periodo em repouso para que ocorra a digestdo, e também a maturacdo dos ovos
(ALMEIDA, 2011; FOSTER; WALKER, 2002).

Os culicideos podem apresentar atividades diurnas, noturnas ou crepusculares as
guais tem importancia fundamental na identificacdo das espécies, e na dinamica de
transmissao de doencas, no caso dos vetores (SAUNDERS, 2002). As espécies do género
Aedes apresentam atividade diurna, sendo essa geralmente maior nos periodos de
crepusculos, tanto matutino quanto vespertino (GENTILE et al, 2009). Outros mosquitos

sdo mais ativos durante a noite, como é o caso de alguns vetores do género Culex

(CLEMENTS, 1999).
16



A escolha do local de ovoposicdo estd relacionada a caracteristicas fisicas
(exposicao a luz solar, temperatura, agitacdo da agua), caracteristicas quimicas como o
teor de gases dissolvidos, pH, salinidade, teor de matéria organica, as quais sdo medidas
por meio de quimiorreceptores tarsais e também por caracteristicas biol6gicas como
microrganismos que servem de fonte alimentar, vegetacdo, mas também a auséncia de
predadores. (ALMEIDA, 2011).

Dentre os culicideos causadores de doencas de importancia, destacam-se 0s
géneros Anopheles (malaria), Culex (filariose), e Aedes (transmissor da dengue,
chikungunya e zika) — Figura 2. Ja entre os psicodideos temos o género Lutzomyia

(leishmanioses).

Figura 2: Representacdo dos mosquitos do género Culex, Aedes e Anopheles. Fonte: Chainsaw
jornal.

As doencas transmitidas por vetores como Chikungunya, Dengue, Febre Amarela,
Zika, Leishmaniose, Filariase Linfatica e Febre do Nilo Ocidental, respondem por cerca de
17% do 6nus global das doencas transmissiveis e atingem mais de 700.000 vidas a cada
ano (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017).

Aedes aegypti é o culicideo responséavel pela transmissao de algumas patogenias,
tais como Dengue, Zika e Chikungunya. Esta presente em regides tropicais e subtropicais,
e tem crescido em expansao para centros urbanos devido ao aumento paralelo do trafego

humano. Até o dia 02 de fevereiro do presente ano, o Ministério de Saude registrou um
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aumento de 149% de casos provaveis de dengue no pais, passando de 21.992 para 54.777
(MINISTERIO DE SAUDE, 2019).

Para os casos de Zika, até o més de Abril de 2019 foram notificados 630 casos em
todo pais, apresentando assim uma reducdo de 18% em relacdo ao mesmo periodo em
2018 quando tiveram 776 casos registrados. Apresentam também reducdo de 51% os
casos de Chikungunya notificados até o presente momento, tendo 4.149 casos registrados
(MINISTERIO DE SAUDE, 2019).

N&o apenas os culicideos tem importancia médica dentre os Dipteros. Conhecidos
popularmente como mosquito palha, tatuquiras, birigui, entre outras denominagdes comuns
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014), os flebotomineos pertencem a familia Psychodidae e
apresentam grande importancia epidemiolégica para o homem. As fémeas sdao
hematéfagas — devido a necessidade de maturacdo dos ovos — e muitas espécies sao
transmissoras dos protozoarios flagelados do género Leishmania, causadores das
leishmanioses. Em 2017, foram 4.103 casos de Leishmaniose Visceral reportados a

Organizacao Mundial de Saude.

Sao insetos que apresentam ciclo de vida holometabolo, compreendido pelas fases
de ovo, quatro estadios larvarios, pupa e adultos. Sdo pequenos medindo entre 2 — 3 mm
de largura (LUCIENTES et al., 2005), sendo facilmente diagnosticados pela implantacao da
cabeca inferior ao térax formando um angulo de 90°, além do corpo com coloracdo que
varia de bege a marrom, recoberta por finas cerdas (MINISTERIO DA SAUDE, 2014) -
Figura 3.

Figura 3: Flebotomineo fémea. Foto: Carlos Garcia-Donas.
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Na natureza sdo encontrados em regides que apresentem acumulo de matéria
organica e alta umidade relativa do ar, com temperaturas entre 17 e 30°C (LUCIENTES et
al., 2005). Apresentando habito crepuscular e noturno, momento em que adentram 0s
domicilios em busca de reservatérios de sangue, como 0s humanos, para se alimentar
(SHERLOCK; PESSOA, 1964). Deslocam-se média de 100 a 200 metros do local onde
eclodiram, podendo chegar a 3 km, o que auxilia na dispersdo da transmissao das
leishmanioses (LUCIENTES et al., 2005).

3.2. CONTROLE DE VETORES

Para que doencas transmitidas por vetores ocorram, trés componentes sao
essenciais: um agente (ou patdgeno), um hospedeiro (ou vetor) e ambiente de transmissao
(EPSTEIN, 2001), sendo este Uultimo essencial para a sobrevivéncia, reproducdao,
distribuicdo e transmisséo de patdgenos. Portanto, mudancas climaticas podem afetar as
doencas infecciosas por agir sobre os patdgenos, vetores, hospedeiros e seu ambiente de
vida (EPSTEIN, 2001; WU et al., 2014).

No passado, as doencas vetoriais eram fundamentalmente rurais. Mas, na analise
das perspectivas atuais de controle das doencas vetoriais no Brasil, € importante considerar
trés aspectos: a urbanizacdo da populacéo, a transformacdo do carater eminentemente
rural dessas doencas em concomitante transmissao urbana ou peri-urbana e os aspectos
climéticos (TOL; DOWLATABADI, 2001; LAFFERTY, 2009; RODO et al., 2013).

O rapido crescimento populacional dos ultimos 30 a 40 anos fez com que 80% da
populacdo atual viva em grandes centros urbanos. Mas, ndo apenas em areas urbanas
estdo concentrados os habitantes, muitos ainda vivem em condi¢Bes precarias de habitacéo
e saneamento, que quando associada as condi¢cdes climaticas, favorecem assim o
aparecimento ou re-emergéncia de algumas doencas que comecam entdo a ser

transmitidas em areas urbanas e peri-urbanas (TAUIL, 2006; RODO et al., 2013).

No censo demografico brasileiro feito para a presente década, levantado pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), € demonstrado o nimero de pessoas
gue vivem sobre assentamentos irregulares existentes no Pais como favelas, invasées,
grotas, baixadas, comunidades, vilas, ressacas, mocambos, palafitas, entre outros. Sao

cerca de 11,4 milhdes de habitantes em moradias desse tipo.
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Como apontado pela Organizacéo Mundial de Saude, o nimero de casos registrados
de doencas transmitidas por insetos vetores é elevado, tornando um desafio para a saude
publica do pais. Devido a dificuldade de formulacdo de vacinas para estas doencas
causadas por mosquitos vetores, diferentes métodos de controle tém sido considerados e
sofrido modificacdes, afim de reduzir ndo apenas a incidéncia da doenca como a
populacéo de vetores (TAUIL, 2006; WERMELINGER; FERREIRA, 2013) - Tabela 1.

Tabela 1: Métodos de controle dos mosquitos vetores esquematizados em classificacdes. Adaptado de

Wermelinger; Ferreira (2013).

Métodos de controle
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Metcalf; Flint, 1951 X X X X X X
Little, 1957 X X X X X X
Ross, 1965 X X X X X Xt
Busvine, 1966 X X X X hG
Gama, 1966 X X X x3
Leclercq, 1969 X X X
James; Harwood, 1969 X X X X X
Who, 1982 X X X X
Who, 1983 X X X X
Who, 1988 X X x4
Challet, 1991 X X X X
Olkowski et al., 1991 X X X X X X
Who, 1995 X X X X
Robinson, 1996 X X X
Funasa, 2001 X X X X X
Walker, 2002 X X X
Emden; Service, 2004 X X X X X X X X X
Brasil, 2009 X X X X X
Pakistan, 2010 X X X
Vanlerberghe et al., 2010 X X
Marcondes, 2011 X" X X X X X X8
India, 2012 X X X X X X
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WHO, 2012 X X X
Jacups et al., 2013
Juri et al., 2013
Tsunoda et al., 2013 X
Puggioli et al., 2016
Kittayapong, 2018 X X X
Hacker; Schetelig, 2018 X X
Sibanda et al., 2018 X X
Gunathilaka et al., 2019 X X X X
* Qutras diferentes estratégias de controle; * Quarentena; 2 Medidas de controle preventivas: higiene,

X X X X

XS

x
x

manejo de residéncias, informacdes técnicas; ® Redugdo contato homem mosquito; * Petréleo, mosquiteiros,
armadilhas, atraentes e outros; ® Eliminac&o ativa, controles ativo e passivo; ** CondicGes letais ambientais;
6 Vacinagao artrépodes, zooprofilaxia; ” Armadilhas com feroménios; 8 As redes mosquiteiros pré-tratadas com
inseticida.

Desde o inicio do século vinte o controle de vetores e pragas vem sendo feito atraves
da utilizacdo em larga escala de quimicos, com os inseticidas de compostos arsénicos,
seguindo-se dos compostos organoclorados, organofosfatos, carbamatos e piretroides
(FLINKER, 2012). Contudo, como demonstrado na tabela acima, diferentes controles vém
sendo estudados e aplicados. No presente estudo sera abordada a utilizacdo do controle
mecanico, quimico, o controle molecular, além do controle alternativo a partir da utilizacéo

de microrganismos.

3.2.1. CONTROLE MECANICO

O controle mecanico, € um método onde a populacéo participa ativamente atraves
de um trabalho manual, utilizando sempre de estratégias que evitem o contato do homem
com o vetor (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Tal método tem uma significancia na reducéo
de criadouros naturais dos vetores, a partir da eliminacdo de agua parada em recipientes
naturais e artificiais, evitando o desenvolvimento do mosquito. Entre os métodos do controle
mecanico podemos citar a queima de folhas secas para afastar os mosquitos, a colocacao
de uma barreira natural (como tela em janelas e portas), a limpeza de quintais evitando o

acumulo de matéria organica, além do uso de repelentes.

Apesar deste ser um método importante devido a participacdo social por meio do
uso de ferramentas mecanicas e que apresenta eficacia na reducdo de ambientes
susceptiveis ao desenvolvimento de larvas, é preciso expor outro ponto: trata-se de um

método que depende do envolvimento de varios setores da sociedade, demanda recursos
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humanos, envolve processos educativos com resultados a médio e longo prazos e

necessita de agdes recorrentes para garantir sua sustentabilidade (ZARA et al., 2016).

3.2.2. CONTROLE QUIMICO

Ap6s o controle mecanico, o quimico € o segundo mais utilizado no controle de
vetores, sendo formado pelo uso de compostos organicos e/ou inorganicos (GUBLER,
1998). Para o controle de insetos vetores de doencgas sao utilizados produtos formulados
de acordo com a fase e 0s habitos do vetor. Os inseticidas podem ser classificados como
larvicidas, cujo alvo séo as fases larvérias, ou adulticidas, direcionados a controlar os
insetos adultos (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

O controle quimico ocorre a partir da utilizacdo de inseticidas e carros fumacé, que
tém sido comumente utilizados em muitos paises para combater vetores. Contudo, 0 uso
continuado tem levado a resisténcia desses insetos, isto porque com o uso dos quimicos
h& morte dos mosquitos susceptiveis, fazendo com que a proxima geracao seja formada
em sua maioria por individuos resistentes aos produtos em uso, levando a ineficacia do
método de controle e elevando novamente a populacdo de vetores (MULAMBA et al., 2014;
BELLINATO et al., 2016; ARSLAN et al.,, 2016). Um exemplo sdo os mosquitos Aedes
aegypti no qual insetos adultos ja apresentam resisténcia a inseticidas organoclorados
(DDT) e também aos organofosforado, iniciando resisténcia aos piretéides (TAUIL et al.,
2006). Anofelideos, mosquitos transmissores da malaria, também ja apresentam

resisténcia aos chamados organoclorados (REGIS et al., 2000).

Um novo composto quimico vem ganhando vez no mercado, o piriproxifeno (PPF),
larvicida que explora os recursos de postura e ovos dos mosquitos. As fémeas de Aedes
sp. costumam ovopositar em diferentes criadouros, e desta forma a ideia da utilizacdo deste
larvicida € que a fémea seja atraida para ovopositar em um local onde tenha o p6é do PPF,
e a medida que pousar em outros criadouros, dissemine o larvicida pelo ambiente,
auxiliando desta forma na dispersdo do mesmo, ampliando sua area de cobertura. O PPF
€ absorvido pelo contato tarsal, e afeta o ciclo gonotroéfico do inseto, comprometendo assim
a producéao de ovos e reduzindo a eclosao dos mesmos (HARRIS et al., 2013). Pode ainda
afetar a inibicdo da metamorfose evitando o surgimento de adultos a partir de pupas
(YAPABANDARA et al., 2011).

22



Em seu trabalho, Abad-Franch (2015) testou em residéncias de Manaus a eficacia
na disseminacao de PPF por mosquitos Culicideos (Aedes sp. e Culex sp.) e comprovou
gue 85% dos criadouros sentinelas foram visitados por mosquitos em postura, corroborando
com os resultados que a equipe havia chegado em experimento no laboratorio, reduzindo

drasticamente a populacado de mosquitos Aedes.

Medidas de controle vetoriais nhao tém obtido muito sucesso, principalmente pelo fato
da rapida selecédo de linhagens resistentes aos quimicos, mas também a existéncia de
uma variedade de complexos de espécies, as quais parecem estar sofrendo processos de
especiacdo (BESANSY; COLLINS, 1992; SHEARMAN, 2002).

A resisténcia aos inseticidas tem influenciado no aumento do nimero de casos de
doencas, além da reemergéncia de outras. Devido a tal problematica, uma busca por outros
meios de controle tem sido considerada, a exemplo do controle genético ou molecular,
através do uso de mosquitos geneticamente modificados (MOREIRA et al., 2000; ALPHEY,
2002).

3.2.3. CONTROLE MOLECULAR

Nas ultimas décadas o crescimento da biotecnologia permitiu avancos nos estudos
genéticos da utilizacdo de mosquitos transgénicos como forma de controle de doencgas, e
diferentes abordagens ja sdo possiveis e tem apresentado sucesso ha reducéo
populacional destes vetores (WILKE et al., 2009a; 2009b).

3.2.3.1. CRISP/Cas9

Repeticdes palindrémicas curtas agrupadas e regularmente espacadas (CRISP) é
uma técnica de edicao de genes, que trazem novas alternativas para a engenharia genética
e terapias génicas, mas também tem ganhado olhares para possibilidade do uso no controle

de vetores com a utilizacdo da classe Il CRISP, a chamada Cas9 (HALL et al., 2015).

Para a CRISP/Cas9 atuar ela precisa de uma endonuclease e de um RNA guia. Apos
a ligacdo do RNA guia com a endonuclease CAS9 ocorre um reconhecimento da regiao
alvo através do pareamento de bases complementares (JINEK et al., 2012), a qual ir4 se
ligar a uma regido especifica do DNA, clivando a dupla fita, ativando assim o sistema de

reparo que comecarda a adicionar ou remover pares de bases para a reconstru¢éo da regido
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da dupla fita degenerada. Com estas adi¢cdes/remocdes, sao geradas mutacdes de tal modo

gue acabam por desativar o gene de interesse (WRIGHT et al., 2016).

Utilizando a técnica de CRISP/Cas 9, Hall et al. (2015) conseguira fazer com que o
gene Nix em A. aegypti fosse desligado (nocauteado) resultando em machos feminizados.
Além disto, neste mesmo estudo as fémeas que foram nocauteadas com o Nix
apresentaram indugdo na transformagéo de fémeas em machos inofensivos. Outro trabalho
gue demostra a utilizacdo dessa técnica foi publicado por Hammond et al. (2016) onde os
autores conseguem manipular a propor¢cdo sexual da prole, atingindo 90% de machos,

reduzindo entdo o numero de fémeas e consequentemente a transmisséo de patdgenos.

Em relacdo a malaria, a utilizacdo da técnica néo esta focada em reduzir o tempo de
vida ou causar a feminizacdo nos vetores, mas sim gerar um fenoétipo resistente aos
parasitas que possivelmente possam infectar estes vetores, evitando assim a sua

transmissdo no momento da picada ou repasto (GANTZ et al., 2015).

3.2.4. TECNICA DE INSETOS ESTEREIS (Sterile Insect Technique - SIT)

Em 1955, Knipling et al. propuseram uma técnica para o controle de mosquitos, a
gual envolve a emisséo de radiacdo gama sobre machos, de forma a torna-los estéreis e/ou
causar mutacao no espermatozoide, evitando assim a fecundacdo com fémeas selvagens,
reduzindo a populacéo e atuando diretamente na taxa de natalidade de novos individuos
da prole (BUSHLAND et al., 1955) — Figura 4.

24



Insetos - Separagao de sexo - Irradiacao - Acasalamento - Prole
\ Nt

Figura 4: Técnica de Insetos Estéreis (SIT) - A técnica consiste na criacdo em massa de mosquitos, seguida
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pela separacéo de sexo, irradiacdo dos machos e liberacdo destes para acasalar com fémeas selvagens,

resultando numa prole nula. Fonte: WILKE et al., 2009b.

A liberacdo destes insetos estéreis ndo pode ocorrer de maneira desordenada, é
necessario “que a radiacdo gama nao reduza nem a longevidade e nem o vigor sexual dos
machos e que os insetos irradiados ndo causem dano nem transmitam nenhum agente
patogénico ao homem, aos animais ou as plantas” (BORJA et al., 2002). Além das
precaucdes para liberacdo de insetos através da SIT, é preciso uma criacdo em massa
destes vetores estéreis para que, quando liberados na natureza possam acasalar com
fémeas selvagens, reduzindo a populacdo natural de machos néo estéreis (BOURTZIS et
al., 2014).

A técnica SIT teve grande sucesso com pragas veterinarias e agricolas. Um exemplo
disso é a liberacdo de aproximadamente 20 toneladas por semana de moscas da fruta
inférteis na regido do Mediterraneo, da qual se tem comprovada reduc¢do tanto econémica,
no que diz respeito ao custo com o controle destas pragas, quanto reducao populacional
das mesmas (WILKE et al., 2009b).

Contudo, entre as décadas de 60 e 70, apesar da técnica ter sido considerada a
solucdo para a erradicacdo dos vetores, ela ainda € pouco explorada no controle de
mosquitos vetores, pois sabe-se que 0s machos estéreis perdem capacidade de
acasalamento, quando comparados com machos selvagens, sendo assim, menos

competitivos (ALPHEY, 2002). Outro contratempo diz respeito a possivel liberagédo de
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individuos irradiados ainda férteis, o que aumentaria o nimero de mosquitos no ambiente
(WILKE et al., 2009b).

3.2.5. LIBERAQAO DE INSETOS CARREGANDO UM GENE LETAL DOMINANTE
(Release of Insect carrying Dominant Lethal gene - RIDL)

A liberacdo de insetos carregando um gene letal dominante (do inglés — Release of
Insect carrying Dominant Lethal gene) RIDL, surge com a ideia de reduzir custos e
aumentar a eficiéncia da SIT a partir da introdugé&o de um gene dominante letal que poderia
estar sob o controle de um promotor especifico da fémea, como o do gene da vitelogenina,
e por consequéncia reduzir o tamanho populacional (WILKE et al., 2009b).

A técnica RIDL pode reduzir a expressdo de um gene associado a uma musculatura
na asa do inseto, impedindo o voo e consequentemente a copula (BARGIELOWSKI et al.,
2012), ou de um gene que induz a morte de um dos estadios de vida, impedindo o
desenvolvimento completo do inseto. Na criacdo de linhagem de animais transgénicos com
0 uso da RIDL, a diminuicdo populacional ocorre no estadio de vida do inseto em que se

tem a transmissao do patégeno, impedindo a mesma (BARGIELOWSKI et al., 2011).

Um exemplo prético e conhecido da RIDL foi o uso desta para produzir uma linhagem
transgénica do A. aegypti, 0 OX513A, onde o0 gene inserido é proveniente do material
genético de Drosophila melanogaster, produzindo uma proteina nédo téxica ou alergénica
(tTA) e um marcador fluorescente (DsRed2), com a funcdo de identificar os individuos
geneticamente modificados. A proteina ativadora transcricional (tTA) € colocada sob um
promotor a ser escolhido. Quando expressa, a proteina tTA liga-se a uma sequéncia de
DNA especifico — tetO — dirigindo a expressdo de um promotor minimo adjacente, o que

acarreta a expressao do gene efetor (ALPHEY, 2002) — Figura 5.

A ideia central da Oxitec, empresa responsavel pela criacdo desta linhagem, é que
0S mosquitos geneticamente modificados (linhagem OX513A) expressem a proteina
chamada tTA (transcricional) e que a presenca desta proteina que é toxica as larvas
impecam o desenvolvimento da mesma (EMBRAPA, 2017). A acao discriminada da tTA

ainda ndo é bem explicada na literatura.
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Figura 5: Representagdo esquematica da técnica de RIDL (Release of Insect carrying Dominant Lethal gene)
utilizada para producdo da linhagem OX513A de Aedes aegypti, onde a producdo da proteina tTA
desencadeia uma cascata de eventos que leva a morte dos individuos transgénicos (ALPHEY; ANDREASEN
2002).

Este método € desenvolvido de modo que os mosquitos da linhagem OX513A
modificados geneticamente possam sobreviver a idade adulta somente na presenca da
tetraciclina, um antibidtico muito usado na medicina e na agricultura industrial, atuando
como um interruptor quimico no desenvolvimento destes insetos (WALLACE, 2014) -

Figura 6.
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Figura 6: Agdo combinada da proteina tTA com a tetraciclina permite o desenvolvimento da larva até a fase
adulta do inseto (ALPHEY; ANDREASEN 2002).

LiberacBGes de A. aegypti OX513A levaram a supressao de 80% da populagédo de
mosquitos nas llhas Cayman (HARRIS et al., 2011). Em Juazeiro, interior da Bahia, pode
ser observado uma reducdo de 95% do vetor A. aegypti com langcamentos ocorrendo
constantemente trés vezes na semana. Desta forma, machos morreram antes de atingir a
idade adulta, reduzindo a populagédo (CARVALHO et al., 2015).
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Apesar de demonstrar uma positividade nos resultados encontrados pela Oxitec, em
seu livro “Mosquitos Geneticamente Modificados: Preocupagdes Atuais”, Wallace (2014)

afirma que existem alguns pontos que geram preocupacdes na utilizacao deste método:

“A ineficacia € uma questao preocupante nas areas onde o mosquito da
dengue é endémico, porque em alguns casos uma eliminacgao parcial ou temporaria
poderia piorar o problema da dengue; além de que em repetidas ocasides a Oxitec
referiu-se a seus mosquitos transgénicos como estéreis, mas esta esterilidade é
parcial e condicional. Os mosquitos transgénicos chegam a se reproduzir, mas a
maioria morre em uma etapa larvaria. O ndmero de crias que sobrevivem a idade
adulta é um dos muitos fatores que afetam a eficacia e seguranca deste método;
sem esquecer que a Oxitec ndo seguiu adequadamente o procedimento para a
notificacdo transfronteiras dos carregamentos internacionais de ovos de mosquitos
geneticamente modificados; portanto as avaliagdes de risco ndo foram publicadas
antes dos testes de introducdo de mosquitos no meio ambiente, hdo se cumprindo

com as normas requeridas”.

3.2.6. CONTROLE BIOLOGICO

O Ministério da saude (2014) define controle biolégico como aquele onde se tem o
uso de parasitas, patégenos ou predadores naturais para o controle de populacfes do
vetor. Como exemplos temos o uso da espécie de peixe Gambusia affinis que comem
larvas de mosquitos, da bactéria Bacillus thuringiensis istraelensis (BTI) até entéo
estudada como sendo supressora de glandulas em crustaceos isopodes Armadillidium
vulgare (VANDEKERCKHOVE et al.,, 2003) e da utilizacdo da bactéria Wolbachia
pipientes para a reducdo do tempo de vida de insetos vetores (KAGEYAMA et al., 2002;
NEGRI et al., 2006; NARITA et al., 2007).

A técnica de insetos incompativeis (Incompatible insect technique - 1IT) proposta por
Boller; Bush (1974), € um tipo de controle biolégico que ocorre pela utilizagdo de uma
bactéria denominada Wolbachia para induzir a esterilidade em populacdes de campo. O
primeiro e bem sucedido teste piloto foi realizado para controlar o vetor da filariose, o Culex
pipiens e posteriormente testada contra pragas agricolas em mosca-das-frutas do
Mediterrdneo, resultando em uma significativa diminuicdo nos niveis de infestacao
(BOLLER; BUSH 1974; ZABALOU et al., 2009).
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Trabalhos mais recentes (ZHANG et al., 2015) trazem associa¢ao de duas técnicas
combinadas, onde inicialmente ocorre a liberacdo dos machos estéreis (SIT), e a medida
em que ocorre a substituicdo populacional desses machos sao liberadas as fémeas
infectadas por Wolbachia. Desta forma, a utilizacdo da Alpha proteobacterium Wolbachia
como controle bioldgico, torna-se uma alternativa viavel e que tem ganhado espaco na
ciéncia, pelas aplicagdes como controle biolégico e principalmente por ser o género mais
abundante de bactérias intracelulares (HILGENBOECKER et al., 2008).

3.3. WOLBACHIA, UM BREVE HISTORICO

Descrita inicialmente em tecido reprodutivo de Culex pipiens por Hertig & Wolbach
em 1924, Wolbachia pipientis € uma bactéria Gram-negativa intracelular obrigatoria
pertencente a ordem Rickettsia. Membros desta ordem, s&o encontrados em artropodes,
mamiferos e nematodeos (FEEN; BLAXTER, 2006).

Segundo Hilgenboecker et al. (2008) aproximadamente 65% dos insetos possuem
Wolbachia infectando-os. Trabalho publicado por Werren et al. (2008), mostra uma filogenia
de Wolbachia, baseada no gene 16S com 8 supergrupos (A-H), os quais se mostram
monofiléticos quando comparado com outros géneros dentro de Rickettsia. E comum
encontrar no supergrupo C e D Wolbachia presente em nematdédeos, enquanto no

supergrupo A e B, em insetos (Figura 7).

Posteriormente estudando aranhas, Ros et al. (2009), utilizando os genes gltA, FtsZ,
e groEL, encontraram novas cepas e desta forma a filogenia ficou dividida em 11
supergrupos (A-K), encontrando assim uma arvore polifilética (Figura 8). O supergrupo K,
surge a partir de Wolbachia presente exclusivamente em acaros de aranhas. O supergrupo

| esta relacionado com pulgas e 0 J com nematddeos.
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Figura 7: Filogenia de Wolbachia. a) Filogenia de Wolbachia dentro do grupo Rickettsia. (b) Filogenia ndo
enraizada, demostrando a relacdo de Wolbachia com os grupos de nematddeos e artropodes. Em verde é
demonstrado os supergrupos que tem relacdo mutualistica, em azul os supergrupos com relacdo de
parasitismo e em amarelo, 0s supergrupos que ainda apresentam uma relacéo desconhecida entre a bactéria
e seu hospedeiro (WERREN et al., 2008).
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Figura 8: Arvore filogenética ndo enraizada de Wolbachia baseada em genes codificadores de proteinas (gltA,

ftsZ e groEL). Valores de sustentacdo por bootstrap séo apresentados na parte superior dos ramos e

probabilidade bayesianas na parte inferior (ROS et al., 2009).
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3.4. ALTERACOES CAUSADAS NO HOSPEDEIRO PELA PRESENCA DE
WOLBACHIA

A Wolbachia quando presente infectando os invertebrados, pode causar uma série
de alteracdes em seu hospedeiro (Figura 9), dentre elas a feminizacéo, partenogénese,
morte dos machos e incompatibilidade citoplasmatica (IC).

A feminizacdo age nas glandulas androgénicas, suprimindo-as e desta maneira
transformando os machos genéticos em fémeas. Outro processo € a partenogénese, termo
este que se refere a um tipo de reproducéo onde o crescimento e desenvolvimento do
embrido, ocorre sem a fertilizagdo pelo macho. Em seu trabalho, Werren et al. (1997),
encontraram cepas de Wolbachia associadas a vespas parasitas, onde a presenca da
bactéria favorecia o nascimento de fémeas, e ap0s a eliminacdo dessas com uso de
antibidticos, machos comecaram a nascer nas proles, sugerindo que de fato a bactéria
interfere na determinacdo do sexo (LEGNER et al., 1985; STOUTHAMER et al., 1991,
ZCHORI-FREIN et al., 1992). A inducdo de uma prole s6 de fémeas, é vista de forma
positiva para a Wolbachia, pois confere a bactéria aptiddo na sua expansdo. Porém,
estudos de partenogénese em outros organismos causados pelas Wolbachia, ainda séao

desconhecidos.
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Figura 9: AlteracBes causadas pela presenca de Wolbachia nos hospedeiros (WERREN et al., 2008).
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Analisados 0s mecanismos genéticos que possam estar associados na ocorréncia
da partenogénese, Stouthamer et al. (1994) demonstraram que o processo de meiose
ocorre naturalmente, contudo se nota a ndo segregagéo dos cromossomos, levando a uma
diploidia. O que nao se sabe ainda, € de que maneira a Wolbachia interfere na duplicacdo

destes cromossomos.

Outra alteracdo € a morte dos machos, esta € evidenciada, até o presente momento,
em quatro ordens de artrépodes: Coleoptera (FIALHO et al., 2000), Diptera (DYER et al.,
2004), Lepidoptera (JIGGINS et al.,, 2001) e Pseudoscorpiones (ZEH et al., 2005). A
indugcédo da Wolbachia nesse caso, ocorre ainda na embriogénese, atuando diretamente
sobre a determinacédo de sexo. Acredita-se que a interacao desta bactéria com o hospedeiro
deva ser capaz de matar os machos ou interferir diretamente na determinagéo do sexo,
impedido a viabilidade desses machos em formacdo (CHARLAT et al.,, 2003). Esta
caracteristica traz vantagem as fémeas, pois com a morte, tem-se uma maior
disponibilidade de fonte de alimento para elas, tornando-as mais abundantes na populacéo,
garantindo vantagem na transmissdo da bactéria, ja que esta é feita maternalmente
(WERREN et al., 2008).

A incompatibilidade citoplasmatica (IC) é a alteracdo até entdo mais descrita em
insetos, inicialmente descoberta em um estudo por Yen; Barr (1971). Este tipo de alteracéao
ocorre com a modificacdo do espermatozoide no momento da espermatogénese. A
presenca de determinada cepa de Wolbachia causa alteragcbes genéticas neste
espermatozoide de forma que o mesmo se torna incompativel para fertilizacéo do ovo (YEN;
BARR, 1971). A IC pode acontecer de forma uni ou bidirecional. Sendo ela unidirecional
(Figura 10), ocorrera quando espermas de machos infectados se encontrem com ovos de
fémeas nao infectadas, tornando a prole inviavel, ou quando fémeas infectadas cruzarem
com machos nao infectados, gerando uma prole totalmente infectada, justificada pela
transmissao materna da bactéria (WERREN et al., 2008).
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Figura 10: Esquema demonstrando a Incompatibilidade Citoplasméatica Unidirecional em insetos infectados

com Wolbachia.

Numa IC bidirecional (Figura 11), tanto fémeas quanto machos estéo infectados por
Wolbachia, mas por diferentes cepas e essa diferenca inviabiliza a fecundacéo. Acredita-
se que as multiplas infeccbes aumentem as chances da IC acontecer, o que € comprovado
por estudos com Aedes albopictus, Drosophila simulans e Nasonia vitripennis 0s quais
demonstram que machos que tem dupla infeccdo ndo conseguem ter compatibilidade com
nenhuma fémea infectada (CLANCY et al., 1996; PERROT-MINNOT et al. 1966; SINKINS
et al., 1995).

Incompatibilidade Citoplasmatica
Bidirecional

Q.

= Nio Infectado
x x x x = [nfectado

Figura 11: Esquema demonstrando a Incompatibilidade Citoplasmética Bidirecional em insetos infectados

com Wolbachia.

Apesar de nao ser o foco da revisdo, € de conhecimento a presenca de Wolbachia

também em nematdédeos, nos quais a bactéria é responsavel por uma relagdo de
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mutualismo que tem chamado atencao de pesquisadores na busca da utilizacdo da mesma

para auxiliar na eliminacéo de nematdédeos (BOUCHERY et al., 2013).

3.5. TRANSMISSAO DE WOLBACHIA

Apesar da heranca materna ser comum entre os parasitas, eles podem utilizar da
transmissao horizontal, permitindo a infeccdo de novas popula¢des (NODA et al., 2001).
Esta transmissdo horizontal pode ocorrer devido ao habito alimentar das larvas de alguns
insetos, como é demonstrado no caso de flebotomineos, insetos vetores da Leishmaniose
Visceral (LV) no Brasil que se alimentam de resto de outros insetos (RANGEL; LAINSON
2003).

Entretanto, para que essa transmissao horizontal se estabeleca, ela precisa passar
por uma selecéo do sistema imune do hospedeiro (VALLET-GELY, 2008). Inicialmente, a
bactéria precisa resistir ao sistema imune, competir com a microbiota, se instalar nas
células germinativas para que assim, possa ser transmitida verticalmente (HUGHES;
RASGON, 2014).

Faria et al. (2009) apontam em seu trabalho que este tipo de transmisséo pode estar
associada a um aumento da biodiversidade de insetos devido a um possivel isolamento
reprodutivo, levando a especiacdo. Ao analisar a filogenia de Wolbachia com a de seus
hospedeiros, € possivel admitir que ocorre uma coevolugao entre esses grupos, pois cepas
muito proximas, encontram-se em hospedeiros filogeneticamente distante, e novamente a

transmissao horizontal entra como uma possivel justificativa da ocorréncia deste resultado.

Para considerar que a transmissao horizontal de fato ocorre € necessario avaliar a
possibilidade de contatos ecoldgicos que promovam a transmissdo dos endossimbiontes
(VAVRE, 1999; VALLET-GELY, 2008), como por exemplo o tipo de alimentacéo das larvas
e a viabilidade da bactéria de sobreviver fora do seu hospedeiro. Rasgon e colaboradores
(2006) demonstram que Wolbachia é capaz de sobreviver até uma semana fora do seu

hospedeiro ou de células germinativas.

3.6. WOLBACHIA COMO CONTROLE BIOLOGICO
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Em 1952, realizando cruzamentos com Culex pipiens, observou-se uma
incompatibilidade em determinados cruzamentos, onde havia 0 nascimento de poucos ou
nenhum individuo (GHELELOVITCH, 1952). Alguns anos a frente, a estratégia de utilizacao
da Wolbachia como controle bioldgico foi primeiramente citada como medida contra vetores
da filariose, onde mosquitos infectados com Wolbachia foram liberados em populagdes
selvagens, demonstrando a habilidade destes insetos em eliminar a populacdo existente
(LAVEN, 1967). Somente 20 anos apés as observacbes de Ghelelovitch é que se fez
conexao entre incompatibilidade citoplasmatica e a presenca de Wolbachia (YEN; BARR,
1971).

Burt (2014) admite existir duas formas de uso da Wolbachia como controle de
doencas, uma forma sustentavel e uma forma auto-limitante. As que sdo auto-limitantes,
ocorre com o uso de machos infectados com Wolbachia, denominada de técnica de insetos
incompativeis (IIT). A liberagcdo desses machos estéreis, leva a uma supressao
populacional. Seu uso iniciou-se na década de 1960, em Burma (Mianmar) e na india,
como forma de controle de C. quinquefasciatus, vetor da filariose linfatica (LAVEN, 1967).

Nos ultimos anos, a estratégia do IIT vem produzindo resultados animadores no
controle de C. quinquefasciatus (ATYAME et al., 2011), C. pipiens (CHEN et al., 2013), no
continente asiatico, além do controle de A. albopictus nos Estados Unidos
(www.mosquitomate.com) e na China (www.wolbachia.cn).

As formas autossustentaveis estdo relacionadas com a incompatibilidade
citoplasmatica que muitas cepas causam, onde os machos infectados ndo conseguem
gerar prole com as fémeas néo infectadas. Desta forma, pode-se pensar que se houver
uma liberacdo em massa de insetos infectados com cepas de Wolbachia que levem a
incompatibilidade citoplasmatica, esta bactéria entdo irA se espalhar pelas proles
subsequentes, mantendo- se na populacdo (RASGON et al., 2003; MCMENIMAN et al.,
2009).

Um exemplo é o programa da Fiocruz intitulado Eliminar a Dengue: Nosso Desafio
(www.eliminatedengue.com), que propde a liberacdo de Aedes aegypti com a bactéria

Wolbachia promovendo uma substitui¢cdo gradual da populacdo de mosquitos (Figura 12).
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Figura 12: Imagem de divulgacéo do Projeto Eliminar Dengue com Coordenac¢éo da Fiocruz, demonstrando
0 processo de inser¢cdo de mosquitos infectados por Wolbachia no meio ambiente e o estabelecimento do

mesmo.

Em Drosophila alguns estudos demonstraram que as infeccdes
por Wolbachia podem proteger contra virus de RNA (HEDGES et al., 2008 , TEIXEIRA et
al., 2008), onde cepas wMel e wMelPop atrasaram a mortalidade em moscas quando foram
infectadas com uma variedade de virus patogénicos. Ja em A. aegypti 0S mosquitos
portadores de uma determinada cepa de Wolbachia, a wMelPop, tem uma reducéo de 50%
no tempo de vida das fémeas adultas em comparacdo com 0os mosquitos ndo infectados
(MOREIRA et al., 2009) na Austrélia.

Em mosquitos Anopheles stephensi, a presenca das cepas wAIbB micro injetadas
levou a incompatibilidade citoplasmatica e também a uma resisténcia do
vetor por Plasmodium falciparum, patégeno causador da maléaria (BIAN et al., 2013). Outras
cepas de Wolbachia vem sendo usadas na literatura, com o objetivo de estudar a

interferéncia do patdégeno e a relacdo deste com a endossimbionte (Tabela 2).
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Tabela 2: Interferéncia de diferentes cepas de Wolbachia em insetos vetores e seus respectivos patégenos
(JOHNSON, 2015).

Hospedeiro Associacio Cepa Patdageno Efeito 1P Referéncia
Cudex : ] R ' . - . G A
quinguefisciatus Matural wPip WINY Carga viral e transmissdo reduzidas (GLASER, 20109
Culex. pipiens Matural wPip WY Sem efeito (MICIELL 2014)
Culex tarsalis Transiente whAlbB WY Infeccio aumentada (DODS0ON, 2014)
DEMY Sem efeit LU, 2002)
Natural wAlbA e e e {
wAlbBE - - - P——
CHIRY Sem efeito (AL RS0M, 2010)
Aedes albapicius . BLAGROVE,
4 DENY Iransmissdo reduzida ! "1‘;] 2
Imansinfecgio WMl -
estivel h . -
. . . (BLAGROYE,
CHIEY Iransmissdo reduzida 2013)
dedes Iransinfeccio Carga viral reduzida. Transmissio
J’l:'nem.:'n-:e'; i::'.l:'uf'clq wAlbB DENY reduzida {comparagio com infecgio {BLAN, 2013)
PolyRestensy ’ natural por wlolA)
DENY Inteccdo, carga \'Jr_nl e ransmissio (MOREIRA. 2009)
reduzidas
CHIKY Infeegio e carga viral redusidas (MOREIRA, 2009)
whlelPop
WNY Inteccdo, carga ".':IFn|.| ¢ transmissio (HUSSAIN. 2013)
reduzidas
YFY Infecodio e carga viral reduzidas (VAN DEN HURK,
2012y
Toausinfroglo Taxa de infecgio, disserminaciio carga
stivel ST c , diss : - | s A,
EavE ENY viral e transmissdo reduzidas (WALRER, 20la)
Aedes aegypti CHIKV Infecgdo, disseminagdo ¢ carga viral (ALIOTA. 2016)
reduzidas
wiel WY Imansmissdo reduzida (HUSSAIN, 2013)
(VAN DEN HURK,
YFY Carga viral reduzida 4
02y
ZIKV Infeccio, disseminagdo e carga viral {ALIOTA, 2016)
) reduwndas (DUTRA, 2016)
WNV Infecciio, l:lissi:rn:_ina.c;z'ln n::_:.rgn viral & (JOUBERT. 2017)
transmissdo reduzidas
Transiente whAlbB
DENV Infecciio, l:lissi:rn:_ina.c;z'ln carga viral & (BIAN. 2010)
transmissdo reduzidas
4;;:::1::? Transiente wAlbB P. berghei Infecgio aumentada (HUGHES, 2012)
.-Jnaphe.'.a-'.f Matural wAnga . -,ri_ L-nnclnu?éln ni:g.r'uiv:l entre prwn de (SHAW. 2016)
cole=zii [falciparum Walbachia e Plasmadium
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WNV —virus do nilo ocidental; DENV — dengue; CHIKV — chikungunya; YFV — febre amarela.

3.7. WOLBACHIA COMO CONTROLE BIOLOGICO PARA LEISHMANIOSE
VISCERAL

Em relacdo a outras enfermidades (como Dengue, Zika, Chikungunya e Malaria) ja
se encontram trabalhos no Brasil com associacdo da bactéria Wolbachia, contudo sobre a
leishmaniose, os trabalhos ainda s&o escassos, sendo representados por Ono et al
(2001), Monteiro et al (2016) e Rocha et al (2017).

A leishmaniose visceral € uma zoonose que ndo acomete apenas cdes e humanos,
mas também outros mamiferos (SILVA; WINCK, 2018), sendo integrada ao grupo de
doencas negligenciadas e destacando-se principalmente pela sua distribuicdo nas regides
tropicais, atingindo cerca de 88 paises (Figura 13).

No Brasil, duas espécies de flebotomineos, até o momento, estédo relacionadas com
a transmissao da doenca: Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi. A primeira espécie é

considerada a principal transmissora da L. (L.) chagasi no Brasil e, L. cruzi foi identificada
como vetor no Estado de Mato Grosso do Sul (GALLATI et al., 1997).

Numero de novos casos
de LV reportados em 2015

I 1000

B 500- 999

B 100-400 [0 Sem casos autocrinos reportados
B3 <100 [0 Nio avaliado

= [ Nio aplicado

Figura 13: Mapa de distribuig&o global de ocorréncia de casos de Leishmaniose Visceral (LV). Fonte:

Organizacdo Mundial da Saude (2015, tradugéo da autora).
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Entre os paises americanos, o Brasil apresenta o maior indice de ocorréncia da
enfermidade (Figura 14), considerada na década de 80 como uma epidemiologia rural,
presente em 17 estados brasileiros, com 93% dos casos localizados da regido Nordeste do
pais (Figura 15). Segundo levantamento feito no ano de 2016 pela Secretaria de Vigilancia
em Saude de S&o Paulo, 22 estados brasileiros encontram-se com ocorréncia de
Leishmaniose Visceral (LV), apresentando expansao para as Regides centro-oeste e sul do

pais.
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Figura 14: Casos de Leishmaniose Visceral em paises das Américas entre 2001 e 2017. Fonte: SisLeish-

OPAS/OMS: reportados pelo Programa Nacional de Leishmanioses.
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Figura 15: Estratificag&o dos casos de Leishmaniose Visceral no Brasil do triénio 2015-2017. Fonte: SisLeish-

OPAS/OMS: reportados pelo Programa Nacional de Leishmanioses.

Atualmente ndo ha vacina para humanos, entdo a prevencdo e o controle da
leishmaniose sao baseados no diagndstico precoce, na administracdo eficaz de

medicamentos, no controle vetorial e na educagdo em saude (GAVGANI et al., 2002).

Segundo o Manual de vigilancia e controle da Leishmaniose Visceral (MINISTERIO
DA SAUDE, 2013), o diagndstico em cées é feito através de exames parasitologico ou
soroldgico ndo tendo um tratamento, sendo entdo recomendado a eutanasia dos animais
positivos ja que este é reservatorio do parasito. Ainda de acordo com o Manual, a utilizacéo
de drogas induz um recuo temporario dos sinais clinicos, ndo prevenindo a ocorréncia de
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recidivas, além de ter efeito limitado na infectividade de flebotomineos e levar ao risco de

selecionar parasitos resistentes as drogas utilizadas para o tratamento humano.

Contudo, o estudo do controle da Leishmaniose tem mudado o foco — que era
basicamente a eutanasia dos cdes — para um controle voltado para os vetores. A aplicagao
de uma metodologia alternativa através da utilizacdo da Wolbachia, pode contribuir de
forma positiva no controle de populacéo de insetos vetores, e assim reduzir a transmissao

da leishmaniose.

Estudo feito por Rocha et al. (2017) demonstrou a presenca desta bactéria em
Lutzomyia longipalpis coletados no estado da Bahia. Este estudo nos permitiu abrir o leque
acerca da possibilidade de atuacdo desta bactéria na capacidade vetorial de insetos
flebotomineos. Além destes, os resultados encontrados na literatura para a interferéncia de
Wolbachia em outros insetos vetores, tem se mostrado positivos e eficazes na reducéo da

transmissao de doencas como a dengue, por exemplo.

3.8. WOLBACHIA EM FLEBOTOMINEOS NO MUNDO

Além da infeccao por Wolbachia em Lu. longipalpis descrita por Rocha et al. (2017),
outras espécies de flebotomineos infectados pelo protozoario Leishmania sp., responsaveis
pelo repasto da Leishamaniose cutanea, mucocutanea, cutanea difusa e visceral
(FONSECA, 2013) no Brasil, vem sendo estudados em diferentes localidades,

demonstrando a possibilidade do uso da bactéria como controle biolégico (Tabela 3).
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Tabela 3: Distribuicdo de Wolbachia em vetores flebotomineos em diferentes paises.

Local Espécie infectada Autores
Arabia Saudita Phlebotomus papatasi Cui etal., 1999
Lutzomyia longipalpis Da Rocha et al., 2017
Brasil Lutzomyia intermedia Monteiro et al., 2016
Lutzomyia whitmani Ono et al., 2001

Lutzomyia cayennensis

) Lutzomyia evansi Vivero et al., 2017
Colombia _ _
Lutzomyia dubitans
Lutzomyia shannoni Ono et al., 2001
Egito Phlebotomus papatasi Cui etal., 1999
India Phlebotomus papatasi Ono et al., 2001
_ Cui etal., 1999
Israel Phlebotomus papatasi
Ono et al., 2001
N o Benlarbi et al., 2003
Italia Phlebotomus perniciosus
Ono et al., 2001
Bordbar et al., 2014
_ Benlarbi et al., 2003
Phlebotomus papatasi o
Karimian et al., 2018
Parvizi et al., 2003
Phlebotomus kandelakii
Phlebotomus tobbi
s Phlebotomus perfiliewi transcaucasicus
ra

Phlebotomus major
Phlebotomus simici o
Parvizi et al., 2013
Phlebotomus brevis
Phlebotomus halepensis
Phlebotomus longidoctus
Phlebotomus balcanicus

Phlebotomus keshishiani
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Phlebotomus mongolensis

Phlebotomus perfiliewi Bordbar et al., 2014

Phlebotomus caucasicus

Phlebotomus sergenti Karimian et al., 2018

] Lutzomyia vespertilionis
Panama _ o Azpurua et al, 2010
Lutzomyia trapidoi

California Lutzomyia stewarti Hughes et al., 2014

o Matsumoto et al., 2008
Phlebotomus perniciosus _
Franca Benlarbi et al., 2003

Sergentomyia minuta Matsumoto et al., 2008

Mikery-Pachecho et al.,
México Lutzomyia cruciata 2012

43




4. CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos publicados até o presente momento, apresentam um panorama acerca
do cenario das possibilidades de controle de insetos vetores, bem como de estratégias
alternativas a serem aplicadas, as quais tem sua importancia, principalmente pelo fato de
gue outros métodos ja apresentam selecdo de vetores resistentes.

Demonstrado esse cenario, a Wolbachia € uma possibilidade de controle biolégico
para a Leishmaniose Visceral, contudo é um assunto que ainda necessita de mais estudos
para compreender de que forma a biologia do vetor e a interacdo do mesmo com a bactéria
pode ser benéfica na reducdo da transmissdo deste patdégeno. O fato de ja existirem
trabalhos que demonstram a eficacia da mesma em outros vetores, anima as pesquisas no

sentido de ser mais uma possibilidade, apesar de ainda néo tdo bem compreendida.

E importante ressaltar que a utilizacdo da Wolbachia em flebotomineos n&o tira o
mérito ou inviabiliza que outros métodos concomitantemente ocorram no intuito de reduzir
a populacéo destes insetos. A Organizacdo Mundial da Saude (2008) por exemplo, traz um
novo termo chamado de Manejo Integrado de Vetores (MIV) e o define como “o processo
de tomada de decisbes racional para o uso otimizado dos recursos para o controle de
vetores”, o qual visa aumentar a eficacia dos métodos de controle para um resultado final

efetivo na eliminac&o destes vetores.
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