UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA

ALTERACOES REPRODUTIVAS INDUZIDAS POR WOLBACHIA: UMA NOVA
ABORDAGEM PARA O CONTROLE BIOLOGICO DA DENGUE

MARCIA APARECIDA OLIVEIRA ARAUJO

Belo Horizonte
2019



MARCIA APARECIDA OLIVEIRA ARAUJO

ALTERACOES REPRODUTIVAS INDUZIDAS POR WOLBACHIA: UMA NOVA
ABORDAGEM PARA O CONTROLE BIOLOGICO DA DENGUE

Trabalho de Conclusdo apresentado ao Curso
de Pés-graduacdo em Microbiologia Aplicada da
Universidade Federal de Minas Gerais como
requisito a obtencao do titulo de especialista em

microbiologia.

Orientadora: Profa. Dra. Giliane de Souza
Trindade
Co-orientadora: Mestre Poliana de Oliveira

Figueiredo

Belo Horizonte
2019



Dedico este trabalho ao meu melhor amigo de
todas as horas, Aquele que é a razdo da minha

vida, Jesus.



AGRADECIMENTOS

Agradeco, com todo meu coracédo, a todas as pessoas que me ajudaram neste
sonho. Primeiramente agradeco ao Senhor da minha vida por caminhar comigo todos
os dias. Agradeco pelo Seu amor, Sua for¢ca, Sua orientacdo e Sua graga sobre mim.

A minha querida orientadora, professora Giliane, por me aceitar como sua
aluna, por acreditar em mim, me incentivar e por toda compreensao! Obrigada por me
acolher com tanto carinho!

A minha querida co-orientadora Poliana, por me ensinar tanto! Agradeco pelo
carinho, pela imensa dedicacéo, paciéncia, compreensao, incentivo e forca! Vocés
sao muito especiais!

Aos meus professores do curso de Especializacdo em Microbiologia Aplicada
pelo conhecimento e incentivo e também aos amigos que fiz. Em especial, minha
amiga Thais, um presente maravilhoso que eu recebi! Vou levar vocés pra sempre no
meu coracgao!

Aos meus queridos pais, Maria Célia e José Raimundo e meu irmao, Marcio,
por me incentivarem e sonharem comigo.

Ao meu esposo, Elder, por tanto amor e compreenséo que deixaram 0S meus
dias mais leves e cheios de paz.

Em especial agradeco também aqueles que me acolheram com tanto carinho
agui em Belo Horizonte! Ao meu querido cunhado Erick, por sua ajuda incondicional,
as minhas amigas Driele e Katia.

Aos meus amigos de trabalho por compreenderem minha auséncia e me
ajudarem a realizar este sonho, em especial, minha amiga Aline! Vocé faz parte dessa
histéria!

Com o coracao transbordando de alegria, deixo aqui meu muitissimo obrigada

a cada um de vocés!



“Ha um tempo em que é preciso abandonar as
roupas usadas, que ja tem a forma do nosso
corpo, e esquecer 0s N0ssos caminhos, que nos
levam sempre aos mesmos lugares. E o tempo
da travessia: e, se ndo ousarmos fazé-la,
teremos ficado, para sempre, a margem de nés

mesmos. “

- Fernando Teixeira de Andrade



RESUMO

A dengue € a arbovirose de maior incidéncia mundial ocorrendo principalmente em
regides tropicais e subtropicais do planeta sendo considerada um problema de saude
publica. Cerca de 128 paises estdo em situacao de risco para a doenca, registrando
anualmente 390 milhdes de novos casos. A urbanizacédo nao planejada, globalizacao,
mudancas climéticas e no ambiente natural contribuiram para a dispersao global da
dengue observada nos ultimos anos. O virus da dengue (DENV) pertence a familia
Flaviviridae, género Flavivirus e sdo conhecidos quatro sorotipos geneticamente
distintos, DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. Todos eles sdo transmitidos ao
homem pela picada de mosquitos do género Aedes. Atualmente, as medidas de
prevencdo e controle da dengue baseiam-se, principalmente, na reducdo das
populacdes do inseto vetor através do controle fisico e quimico. Contudo, o cenério
epidemioldgico atual reforca a necessidade de novas metodologias promissoras e
sustentaveis, tal como o controle biolégico da dengue. Dessa forma, esse trabalho de
conclusdo de curso, visou realizar uma compilacdo bibliografica sobre o controle
biolégico da dengue através da utilizacdo de uma bactéria encontrada naturalmente
em diversos insetos, a Wolbachia, para controle das popula¢cdées de mosquitos Aedes
aegypti. Estudos experimentais comprovaram a capacidade da Wolbachia em
bloquear a transmissédo do DENV por meio de alteracdes fenotipicas induzidas ao seu
hospedeiro. O fato da Wolbachia ser transmitida verticalmente para a sua prole,
confere um carater autossustentavel ao método, dispensando a necessidade de
constantes intervengdes ou manipulagdes nos insetos vetores. Neste contexto, 0s
novos avancgos tecnoldgicos disponiveis, quando associados aos métodos de controle
existentes, sdo capazes de potencializar o alcance e a efetividade das acbes de

controle e prevencao da dengue.

Palavras-chave: Wolbachia, controle bioldgico, dengue, Aedes aegypti.



ABSTRACT

Dengue is, among the arboviruses, the one with the highest incidence worldwide
occurring mainly in tropical and subtropical regions of the planet being considered a
public health problem. About 128 countries are at risk for the disease, registering an
annual average of 390 million new cases. Unplanned urbanization, globalization,
climate change and in the natural environment have contributed to the global spread
of dengue observed in recent years. DENV belongs to the Flaviviridae family, genus
Flavivirus and four serotypes have been described: DENV-1, DENV-2, DENV-3 and
DENV-4. All of them are transmitted to humans by the bite of mosquitoes of the genus
Aedes. Currently, dengue prevention and control measures are mainly based on the
reduction of insect vector populations through physical and chemical control. However,
the current epidemiological scenario reinforces the need for promising new and
sustainable methodologies, such as biological control of dengue. In this way, this work
of course completion, aimed to perform a bibliographical compilation on the biological
control of dengue through the use of a bacterium found naturally in several insects,
Wolbachia, to control the populations of Aedes aegypti mosquitoes. Experimental
studies have demonstrated Wolbachia ability to block DENV transmission through
phenotypic changes induced by its host. The fact that Wolbachia is transmitted
vertically to its offspring confers a self-sustaining character to the method, dispensing
with the need for constant interventions or manipulations in the vector insects. In this
context, the new technological advances available when associated with existing
control methods are capable of enhancing the reach and effectiveness of dengue

control and prevention actions.

Keywords: Wolbachia, biological control, dengue, Aedes aegypti.
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1.0 INTRODUCAO

As arboviroses sdo consideradas atualmente um grave problema de saude
publica (FERGUSON, 2018; GUZMAN et al., 2016; WHO, 2018). Segundo dados da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) as doengas transmitidas por insetos vetores
correspondem a cerca de 17% de todas as doencas infecciosas e sao responsaveis
por quase um milhdo de mortes anualmente, gerando um grande impacto
socioeconémico (WHO, 2017).

A epidemiologia das arboviroses é determinada pela dindmica de um conjunto
de fatores que envolvem caracteristicas do hospedeiro, do agente viral, dos insetos
vetores e também do ambiente no qual estes virus estéo inseridos (GUZZETTA et al.,
2018). A re-emergéncia de arboviroses observada nos ultimos anos, deve-se a varios
fatores, dentre os quais podem ser citados o crescimento populacional urbano
descontrolado, ampliagdo do comércio internacional, modificacdo do ambiente natural
pela atividade humana e alteracdes climéaticas globais (LIANG et al., 2015 e GOULD
et al., 2017).

A dengue € a arbovirose de maior incidéncia em todo o mundo com prevaléncia
em regibes de clima tropical e subtropical em areas urbanas e semi-urbanas
(GUZMAN et al., 2016; WHO, 2018). E transmitida aos seres humanos por mosquitos
do género Aedes, que também podem transmitir virus causadores da chikungunya,
zika e febre amarela (WHO, 2018). A co-circulagdo das arboviroses no territorio
brasileiro gera dificuldades quanto ao diagnostico clinico pela semelhanca de
sintomas entre elas podendo ainda contribuir para o aumento da gravidade ou futuras
complicagbes nos casos de co-infeccdo (CAMARA, 2016).

No Brasil, o clima tropical predominante com grandes areas de floresta favorece
o desenvolvimento de vetores competentes para diversas arboviroses (LOPES et al.,
2014). Atualmente as principais medidas de controle da dengue se baseiam na
eliminacdo do inseto vetor. No entanto, a situacédo epidemioldgica do Brasil sugere
que as medidas preventivas atuais como campanhas de educagdo em saulde,
vigilancia epidemioldgica, entomoldgica, e acdes de controle multisetoriais ndo séo
totalmente eficazes reforcando a necessidade de novas estratégias sustentaveis,
seguras e eficientes (RODRIGUES; BEDRIKOW, 2016). Outro fator preocupante é o
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uso de inseticidas para eliminagdo de mosquitos, 0 que representa um risco a saude
humana, animal e ambiental (BENELLI; JEFFRIES; WALKER, 2016).

Desse modo, o presente trabalho visa fazer um apanhado literario sobre a
utilizacdo de Wolbachia como agente de controle biolégico do Aedes aegypti. Uma
técnica segura, inovadora e autossustentavel sem o uso de substancias quimicas que

impactam a saude humana, animal e do meio ambiente.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar uma reviséo bibliografica sobre o controle biol6gico da dengue através

da utilizacdo da bactéria Wolbachia em Aedes aegypti.
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3.0 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho, de carater descritivo, foi desenvolvido a partir de uma
pesquisa exploratéria realizada nas bases de dados: PubMed, Scientific Eletronic
Library Online (SCIELO), National Center for Biotechnology Information (NCBI),
Biblioteca Virtual em Saude (BVS/BIREME). Outras literaturas de referéncia mundial
também foram consultadas como a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o Centers
for Disease Control e Prevention (CDC), International Committee on Taxonomy of
Viruses (ICTV) e também o Portal Nacional do Ministério da Saude.

As palavras chave utilizadas para a busca de artigos foram: Wolbachia,
biological control dengue, Aedes aegypti control, arboviruses, dengue, dengue in
Brazil.

A revisao foi desenvolvida de forma criteriosa a fim de selecionar informagdes
atuais assim como trabalhos antigos, mas que sédo referéncia na producao cientifica
sobre o tema abordado como os autores Luciano Moreira (FIOCRUZ), Scott L. O"Neill

(Universidade da Australia) e Duane J. Gubler (Universidade do Havai).
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4.0 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Histérico da dengue e situacao epidemioldgica atual

O primeiro registro de doenca sintomética similar a dengue aconteceu durante
a Dinastia Chinesa Jin (265-420 d.C.). Acreditava-se que a doenca era transmitida por
insetos voadores que estavam associados a agua, sendo inicialmente chamada de
“veneno da agua”. Provaveis casos de dengue foram registrados também nas Antilhas
Francesas e no Panama nos anos de 1635 e 1699, respectivamente e as primeiras
grandes epidemias notificadas ocorreram entre os anos de 1779 a 1780 na Asia, Africa
e América do Norte. Em 1780, o médico Benjamin Rush realizou a primeira descri¢éo
detalhada da doenca quando um grande surto acometia a cidade de Filadélfia
(GUBLER, 1998).

Os primeiros relatos de dengue no Brasil ocorreram no século XIX nas cidades
do Rio de Janeiro, Sao Paulo e Salvador no ano de 1846. No ano de 1955 o mosquito
Aedes aegypti foi erradicado do territorio brasileiro como resultado do programa de
combate a febre amarela desenvolvido pela Organizacdo Pan Americana de Saude
(OPAS). Porém, a descontinuacao dos programas de controle levou a reintroducéo do
vetor novamente no pais em 1967 no estado da Bahia (BRAGA e VALLE, 2007). A
partir de entdo, a primeira epidemia de dengue com comprovacdes clinicas e
laboratoriais se deu na cidade de Boa Vista, Roraima, entre os anos de 1981 e 1982,
chegando a 7000 casos estimados da doenca e com a circulagéo dos sorotipos DENV-
1 e DENV-4 (Figura 1) (OSANAI et al., 1983). Novos surtos foram descritos e em 1986
o DENV-1 foi introduzido no estado do Rio de Janeiro, tornando-se um problema de
saude publica (SCHATZMAYR et al., 1986).

Posteriormente, a circulacdo de um novo sorotipo viral, 0 DENV-2, também no
Rio de Janeiro em 1990, estava associado ao aumento da gravidade da dengue,
sendo relatados os primeiros casos de febre hemorragica da dengue (FHD) no Brasil.
Outros estados também foram atingidos e varios surtos pelo DENV-1 e DENV-2 foram
registrados na década de 1990 (SCHATZMAYR et al.,1986; NOGUEIRA et al., 1990).

O DENV-3, introduzido no estado do Rio de Janeiro no ano 2000, foi
responsavel por um dos maiores surtos do pais em 2001, chegando a 288.245 casos
notificados e 91 mortes. Entre os anos de 2007-2008, a re-emergéncia do DENV-2 foi

responsavel por casos graves em criancas além de altos indices de morbidade e
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mortalidade. Em 2010 varios surtos atingiram cerca de 21 estados brasileiros com
circulagdo dos quatros sorotipos virais. Ainda no mesmo ano, o DENV-4 foi isolado
em Roraima, disseminando-se para outros estados como Amazonas, Rio de Janeiro,
Para, Amapa e Sao Paulo (NOGUEIRA et al., 2001; FARES et al., 2015).

1981 - Roraima 1990 - Rio de Janeiro
DENV-1 e DENV-4 DENV-2

{ ey

5

2000 - Rio de Janeiro 2010 - Roraima
DENV-3 DENV-4 Reemergéncia

I Primeira ocorréncia do sorotipo

Figura 1: Histérico dareintroduc&o do DENV no Brasil. Os estados

marcados demonstram onde o sorotipo foi detectado pela primeira vez

(Adaptado de FARES, et al., 2015).

Atualmente, a dengue é considerada um problema mundial de saude publica.
Estima-se que a cada ano ocorram 390 milhdes de infec¢des pelo DENV e cerca de
128 paises estdo em situacdo de risco para a transmissdo da doenca (Figura 2). O

ano de 2016 foi marcado pela ocorréncia de grandes surtos em varias regides do
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planeta. Cerca de 2,38 milh6es de casos foram registrados entre as Américas, sendo
o Brasil com o maior numero, aproximadamente 1,5 milhdes (WHO, 2018).

Paises em risco para transmissao da dengue
Néo aplicavel

Figura 2: Paises em risco para a transmissao da dengue. A linha vermelha delimita a regido tropical
da Terra. Preenchidos em vermelho estéo os locais classificados como em risco para transmissdo do
DENV (WHO, 2014).

Dados publicados pelo Ministério da Saude referente a 342 semana
epidemiologica de 2018, registraram, no Brasil, 218 casos confirmados de dengue
grave, 2.431 casos com sinais de alarme e 100 Obitos. Quanto ao sorotipo viral
predominante no periodo em questdo, observa-se a maior ocorréncia do DENV-2
(52,4%), seguido do DENV-1 (23,9%), DENV-4 (0,4%) e DENV-3 (0,1%)
respectivamente (SVS, 2018).

Em Minas Gerais, 0 primeiro caso descrito de dengue foi notificado em 1987
(SERUFO et al., 1993). Até o ano de 2010, somente os sorotipos DENV-1, DENV-2 e
DENV-3 circulavam no estado. Posteriormente, em 2011, o DENV-4 foi introduzido
sendo associado a ocorréncia de grandes surtos nos anos seguintes (AMANCIO, et
al., 2014). A cocirculagcdo dos quatros sorotipos virais, influencia diretamente a
distribuicdo e epidemiologia da doenca (FARES et al., 2015).

Nos anos de 2010, 2013 e 2016, o estado de Minas Gerais viveu trés grandes

epidemias (Tabela 1). De acordo a Secretaria de Estado da Saude de Minas Gerais,
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em 2018, observa-se um quadro epidemiolégico semelhante aos periodos néo
epidémicos anteriores, sendo registrados até novembro de 2018, cerca de 26.155
casos provaveis de dengue, 8 6bitos confirmados cujos sorotipos virais identificados
foram o DENV-2 seguido de DENV-1 (Figura 3) (SES/MG, 2018).

Tabela 1: Casos provaveis de dengue por més de inicio de sintomas, 2010 a 2018, Minas Gerais.

Ano de inicio dos sintomas

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018
Janeiro 14,470 3.795 2.341 35.522 5.007 7.050 57.617 4,670 2079
Fevereiro  29.487 5.624 2598 62.560 B8.573 9.306 137.474  4.297 2288
Margo 55.292 7.346 3.885 146917 11.286 27.773 156923 5202 4620
Abril 62.392 8.659 4.752 123956 15334 59857 120895 3.677 7375
Maio 38.796 65.914 3.848 31.307 9.809 51.062 36.046 2846 4239
Junho 6.398 1.690 2525 7.230 3.495 14,083 4,698 1.444 1570

Julho 1.683 656 1.220 1.653 1.115 3.281 990 585 808

Més

Agosto 611 419 650 673 551 1.214 597 486 573
Setembro 492 399 532 577 652 956 619 520 859
Outubro 419 504 659 745 641 1.288 714 641 1335
Novembro 811 880 1.162 1.056 874 3.789 1.154 B76 409

Dezembro 1.651 1.364 6.356 2.523 1.098 14.334 1.323 BE9
Total 212.502 38.250 30528 414.719 58435 193.993 519.050 25.933 26.155

(SES/MG: Boletim epidemiolégico do monitoramento dos casos de dengue, chikungunya
e zika, 2018).

Sem detecgdo de sorotipo
Sorotipo DENV1

Sorotipo DENV2

Sorotipo DENV3

Sorotipo DENV4

Sorotipo DENV1 e DENV2

ERER0O0

Figura 3: Monitoramento viral do DENV em 2018 no estado de Minas Gerais.
(SES/MG: Boletim epidemiolégico do monitoramento dos casos de dengue, chikungunya
e zika, 2018).
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4.2 Os Flavivirus

A familia Flaviviridae compreende trés géneros, sendo eles os Flavivirus,
Pestivirus e Hepacivirus. O termo Flaviviridae deriva da expressao latina “flavus” e
significa “amarelo,”fazendo alusdo a ictericia observada nas infeccdes pelo virus da
febre amarela, protétipo do género Flavivirus e da Familia Flaviviridae. Séo
considerados importantes patdégenos que podem causar doengas graves em humanos
e animais (HUANG et al., 2014).

Os virus da familia Flaviviridae s&o esféricos com tamanho variando de 40 a 60
nm (nanométros). Possuem capsideo de morfologia icosaédrica circundado por um
envelope lipidico. O genoma de Acido Ribonucléico (RNA) de fita simples e senso
positivo codifica proteinas estruturais e nao estruturais que participam de importantes
etapas do ciclo de multiplicacéao viral (LINDENBACH et al., 2007).

O genero Flavivirus engloba mais de 70 espécies diferentes de virus que estao
amplamente distribuidos na natureza (LINDENBACH et al., 2007). Entre os membros
de maior importancia médica destacam-se o DENV, o virus da encefalite Japonesa, o
virus da encefalite do Oeste do Nilo e o virus da febre amarela (PETTERSSON e
PALACIOS, 2014).

Os membros do género Flavivirus sdo subdivididos em grupos distintos de
acordo com caracteristicas comuns entre as espécies como, interacdo parasita-
hospedeiro, preferéncia vetorial, caracteristicas bioldégicas e moleculares
(PETTERSSON; PALACIOS, 2014). A maioria dos integrantes deste género infectam
artropddes e sao transmitidos ao homem ou animal por meio de vetores hematéfagos
CoOmo mosquitos ou carrapatos. Os artropddes adquirem o virus ao se alimentarem do
sangue de um individuo infectadado e o transmitem em um repasto sanguineo
subsequente (ICTV, 2017).

4.3 Dengue virus

O DENV apresenta capsideo de morfologia icosaédrica recoberto por um
envelope lipidico no qual estdo associadas importantes proteinas de superficie (Figura
4). Possuem RNA de fita simples e senso positivo com cerca de 50 nm de diametro.
O genoma de aproximadamente 11 kilobases (kb) apresenta apenas uma Unica janela
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aberta de leitura (Open Reading Frame — ORF) flanqueado por regides 5 e 3’ ndo
traduzidas (ICTV, 2017; LINDEBACH et al., 2007).

RNA viral

Figura 4: Representacdo esquemaética da particula viral do DENV.
Em destaque o RNA genbmico viral e as proteinas estruturais que
compdem a membrana (M), envelope (E) e capsideo (C). (Adaptado
de ANGEL e DELL VALLE, 2015).

O genoma viral codifica trés proteinas estruturais: Capsideo (C), Envelope (E)
e proteina precursora de membrana (prM) que dara origem a proteina M durante a
maturacdo viral e sete proteinas ndo estruturais: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B e NS5 (Figuras 5). Estas proteinas fazem parte do complexo de replicagao viral,
e desempenham papéis importantes na replicacdo, montagem e liberacdo de novos
virus (ICTV, 2017; KLEMA et al., 2015; LINDENBACH et al., 2007).

UTR 5” UTR 3”
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Figura 5. Representacdo esquematica da organizagcdo do genoma do
DENV. O genoma possui uma Unica ORF que codifica proteinas estruturais e
ndo estruturais. (Adaptado de ANGEL e DELL VALLE, 2015)
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S&o conhecidos quatro sorotipos distintos do DENV, sendo eles DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4 que diferem entre si pelo padrdao antigénico
(LINDENBACH et al., 2007). Cada sorotipo do DENV é subdividido em gendtipos com
base nas diferencas da sua sequéncia nucleotidica (Figura 6) (WAMAN, 2016). A
partir de analises filogenéticas foram descritos cinco genotipos para o DENV-1 (I, 1I,
I, IV e V) (SANTOS, et al., 2011) seis genotipos para o DENV-2 (Asiatico |, Asiatico
II, Cosmopolita, Americano, Asiatico/Americano e Silvatico) (WAMAN, et al., 2016),

cinco gendtipos para o DENV-3 (I, 11, Ill, IV e V) (MENDONCA et al., 2018) e quatro
genatipos para o DENV-4 (1, 1I, lll e IV) (Figura 6) (SITTIVICHARPNYO et al., 2017).
___f.ilvétiu:
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Figura 6: Arvore filogenética dos quatros sorotipos do DENV (Adaptado e modificado de
CIRO et al., 2014)

A variabilidade genética intra-sorotipo pode contribuir para o potencial de
transmissao viral, expressao de diferentes fatores de viruléncia e a ocorréncia de
manifestacdes graves da dengue associada as condi¢des imunoldgicas do hospedeiro
(FIGUEIREDO, 2012).
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4.4 Ciclo de multiplicacdo do DENV

Os primeiros alvos celulares do DENV sdo as células de Langherans
localizadas no sitio de inoculacao viral, cujo receptor mais conhecido € o DC-SING
(dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule 3 grabbing non-integrin)
(GUABIRABA e RYFFEL, 2014; REYES-DEL VALLE et al., 2014).

O ciclo de multiplicacdo do DENV acontece no citoplasma das células
hospedeiras e se inicia a partir da ligacdo especifica da proteina E do envelope aos
receptores celulares (Figura 7). A particula viral € internalizada em um processo de
endocitose mediada por receptor permanecendo no interior do endossoma. A
acidificacdo do endossoma promove mudancgas conformacionais na proteina E que,
por sua vez, permite a fusdo do envelope viral a membrana do endossoma e
consequente liberacdo do nucleocapsideo. No citoplasma celular, o capsideo é
liberado e o RNA viral, atuando como RNA mensageiro (MRNA), é prontamente
traduzido pelos ribossomos do reticulo endoplasmatico rugoso (RER), dando origem
a uma unica poliproteina que sera clivada posteriormente por acao de enzimas virais
e do hospedeiro dando origem a proteinas estruturais e nao estruturais. As novas
particulas virais brotam para o interior da membrana do RER e adquirem, seu
envelope lipidico sendo entdo encaminhadas ao complexo de Golgi pela via
secretoria, onde sofrem maturacao tornando-se infecciosas. A maturacdo do DENV é
caracterizada pela clivagem da proteina prM levando a dissociacao dos peptideos pr
e M (LINDENBACH et al, 2007; DIAMOND e PIERSON, 2015; BIK e GAMARNIK,
2015
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Figura 7: Ciclo de multiplicagéo do DENV. O DENYV liga-se aos receptores da superficie celular
e sdo internalizados por endocitose mediada por receptor. A acidificacdo do endossoma promove
alteracao estrutural da proteina E facilitando a fusdo da membrana viral a membrana da vesicula.
Em seguida, ocorre o desnudamento e liberacdo do RNA viral no citoplasma sendo traduzido e
processado pelo RER em uma Unica poliproteina que sera clivada posteriormente por proteases
virais. A replicacdo do genoma ocorre a partir da formagéo do complexo de replicacdo, que
consiste na organizagdo de proteinas virais na membrana do RER que irdo atuar na replicagao
e montagem de novos virus. As particulas virais recém montadas, seguem pela via secretoria
até o complexo de Golgi onde a clivagem da proteina prM resulta em particulas maduras e

infecciosas que serao liberadas da célula por exocitose (Adaptado de SCREATON et al., 2015).

Em virus imaturos, a glicoproteina E € encontrada associada a prM formando

heterodimeros e apresentam formato de espiculas que recobrem toda a superficie

viral. Em particulas virais maduras a proteina do envelope existe na forma de dimeros

juntamente com a proteina M conferindo ao DENV um aspecto liso (Figura 8)
(KOSTYUCHENKO et al., 2013).
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Figura 8: Crio-microscopia eletronica do DENV-1. (A) Em virus imaturos,

a prM se organiza em forma de espiculas que recobrem toda a superficie
viral. (B) em virus maduros, a proteina M se associa a proteina de envelope
conferindo um aspecto liso a particula viral (Adaptado de KOSTYUCHENKO
et al., 2013).

4.5 Patogénese da dengue

A patogénese da dengue é determinada por um conjunto de fatores que
envolvem caracteristicas genéticas virais e do hospedeiro, producéo de fatores de
viruléncia e a resposta imunoldgica do organismo contribuindo, juntamente, para o
aumento da gravidade da doenca (YACOUB et al., 2013).

As células de Langherans ativadas no sitio de inoculacdo viral migram para
ganglios linfaticos e induzem uma grande resposta imunolégica associada a liberacéo
de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon alfa (IFN-a) e interferon beta (INF-
B). Células fagocitarias como mondcitos e macrofagos tornam-se alvo da infeccéo
podendo facilitar a disseminacéo viral para demais células localizadas no baco, figado
e medula 6ssea. A producao de anticorpos leva a ativacdo do sistema complemento
e de células T e B amplificando a resposta imune contra o DENV (BACK e
LUNDKVIST, 2013).

Infeccdes primarias pelo DENV virus induzem formacdo de anticorpos
neutralizantes que conferem imunidade duradoura e especifica contra o sorotipo
adquirido. Quando ha uma nova infec¢cdo por um sorotipo diferente, os anticorpos
produzidos em resposta a primeira infec¢do séo incapazes de neutralizar a particula
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viral e acabam favorecendo a ligacéao deste aos receptores Fc (fragmento cristalizavel)
de células permissivas. Este mecanismo € conhecido por intensificacdo da infecgcéo
dependente de anticorpos (antibody-dependent enhancement - ADE) (ANGEL;
VALLE, 2013).

Citocinas proé-inflamatérias como TNF-a, IFN-y, Interlceucina-6 (IL-6),
Interleucina-8 (IL-8), Interleucina-10 (IL-10) e outros fatores produzidos durante a
infeccdo por células T ativas, mondcitos, mastocitos e macréfagos estdo envolvidas
no processo de injuria endotelial e degradacao do glicocalix levando a alteracGes de
permeabilidade capilar e consequente extravasamento de plasma, podendo contribuir
para as manifestacdes graves da doenca (ROTHMAN, 2011). Niveis elevados de
citocinas circulantes correlacionam-se com o numero de células infectadas pelo DENV
(MALADIGE et al., 2013).

4.6 Dengue: aspectos clinicos e laboratoriais

O espectro clinico da dengue é variavel podendo ocorrer formas assintomaticas
a manifestacdes graves da doenca. Em 2009, a OMS propds uma nova classificacdo
para os casos de dengue a fim de otimizar o diagndstico e manejo clinico dos
pacientes (OMS, 2009). O novo protocolo que € utilizado pelo Brasil desde 2014,
divide-se em trés grandes grupos sendo: Dengue, Dengue com sinais de alarme e
Dengue grave (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

A evolucao clinica da doenga consiste em trés fases distintas: febril, critica e
de recuperacdo. A fase febril dura em meédia de 2 a 7 dias e é caracterizada
principalmente pela ocorréncia de febre alta de inicio subito associada a cefaleia,
dores articulares e musculares, nausea, vomito, exantema e dor retroorbital. Nesta
fase, as alteracbes laboratoriais sdo inespecificas e podem incluir leucopenia,
trombocitopenia, hiponatremia e alteracdes de transaminases (MINISTERIO DA
SAUDE, 2016).

Alguns pacientes podem evoluir da fase febril para a fase critica que se inicia
com o declinio da febre geralmente entre o 3° ao 7° dia ap0s o inicio da infeccéao.
Nesta fase, alguns pacientes podem apresentar sinais de alarme indicando piora do
quadro clinico e provavel evolucéo para as formas graves da doenca. A ocorréncia de
sangramento de mucosas, dor abdominal intensa, edema e vomito persistente sao

alguns exemplos de sinais de alarme devendo receber intervencdo medica imediata.
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Alteracdes laboratoriais importantes sdo observadas como reducdo do numero de
plaquetas, leucopenia progressiva e elevacdo do hematocrito. O aumento da
permeabilidade capilar resulta em extravasamento de plasma podendo evoluir para
choque hipovolémico, choque prolongado, hemorragia intensa e complicacfes
neurolégicas (CDC, 2018).

A fase de recuperacdo € caracterizada pela melhora dos sintomas,
restabelecimento do quadro hemodinamico, normalizacdo do debito urinario e
reabsorcdo do liquido extravasado. Alguns pacientes podem desenvolver erupcdes
cutaneas nesta fase podendo ocorrer prurido generalizado. Os achados laboratoriais
demonstram aumento gradual da contagem total de leucdcitos e posteriormente, de
plagquetas e o hematdcrito se estabiliza (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

4.7 Ciclo de manutencéo do DENV

O DENV se mantém na natureza por meio de dois mecanismos distintos de
transmissdo, sendo o ciclo silvestre e o ciclo urbano. O ciclo silvestre envolve
hospedeiros primatas e vetores silvestres, o mosquito Aedes albopictus, e sua
ocorréncia tem sido relatada nas regibes da Africa Ocidental e Malasia. No ciclo
urbano o DENV circula entre hospedeiros humanos e o mosquito Aedes aegypti,
sendo considerado o vetor primario da dengue (Figura 9) (VASILAKS et al., 2011).
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Figura 9: Representacgéo do ciclo silvestre e ciclo urbano do DENV.O principal vetor

da dengue em ambientes silvestres € o mosquito Aedes albopictus, ja em ambientes
urbanos, destaca-se o0 Aedes aegypti (Adaptado de WHITEHEARD et al., 2007).

No ciclo urbano, as fémeas de Aedes aegypti adquirem o DENV durante o
repasto sanguineo de individuos infectados. Uma vez no interior do mosquito, 0s virus
chegam até as células do intestino onde se multiplicam e disseminam-se para demais
tecidos chegando as glandulas salivares durante o periodo de incubacéo extrinseco
gue acontece normalmente de 8 a 10 dias. A partir de entéo este, torna-se apto para
transmitir o virus a outros individuos em um repasto sanguineo subsequente. Este
processo pode sofrer influéncia de fatores ambientais como temperatura, fatores
genéticos associados ao virus e susceptibilidade do inseto vetor, reconhecida como
competéncia vetorial. Uma vez infectado, 0 mosquito € capaz de transmitir o virus por
toda vida e a todos os individuos dos quais ele se alimentar. O periodo entre a infec¢ao
pelo DENV e o aparecimento dos primeiros sintomas € chamado de periodo de
incubacao intrinseco e apresenta duragdo meédia de 4 a 7 dias (Figura 10) (GUZMAN
et al., 2016).
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Incubagao extrinseca:

O virus infecta o intestino e
migra até as glandulas
salivares (8-10 dias).

Infecgao em mosquitos:
O mosquito pica um
individuo com dengue.

Intestino
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Infecgao em humanos:
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picar varios individuos.
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Figura 10: Ciclo da infec¢do pelo DENV em humanos. O mosquito adquire o virus ao se alimentar
do sangue de um individuo infectado. Durante o periodo de incubacéo extrinseco (8 a 10 dias), o virus
se multiplica nos tecidos do inseto, chegando até as glandulas salivares. Apés este periodo, 0 mosquito
pode transmitir o DENV ao realizar um novo repasto sanguineo. Uma vez no interior do hospedeiro, o
DENV se multiplica e, ap6s o periodo de incubacéo intrinseco, (4 a 7 dias), hd o aparecimento dos

primeiros sinais e sintomas da dengue (Adaptado de GUZMAN et al., 2016).

4.8 Vetores da dengue

O DENV apresenta classicamente dois vetores principais, o0 Aedes aegypti e
Aedes albopictus. O principal vetor da dengue em ambientes urbanos é o mosquito
Aedes aegypti, uma espécie nativa do continente africano. Relatado pela primeira vez
no Egito, disseminou-se rapidamente para diversas regides do planeta chegando ao
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Brasil durante o periodo colonial através do trafico de escravos (CHRISTOPHERS,
1960).

O Aedes aegypti é considerado o vetor primario da dengue e também de outras
importantes arboviroses como chikungunya, zika e febre amarela. Apresenta habitos
preferencialmente diurnos e esta essencialmente adaptado ao ambiente urbano e
doméstico, onde deposita seus ovos em criadouros naturais e artificiais contendo agua
limpa. Os mosquitos adultos alimentam-se de compostos ricos em agucar como 0
néctar de plantas, porém apenas as fémeas sdo hematéfagas sendo necessaria a
ingestédo de sangue humano ou animal para o desenvolvimento de seus ovos. Estes,
por sua vez, sdo resistentes a dessecacao mantendo-se viaveis por longos periodos
em ambientes secos (CDC, 2018). O mosquito fémea é capaz de realizar maltiplos
repastos durante um unico ciclo gonadotréfico potencializando sua capacidade de
infeccdo e transmissdo do DENV, bem como de outras arboviroses (ZARA, et al.,
2016). Variacdes de temperatura, umidade e alteracBes climaticas podem afetar o
ciclo biolégico do Aedes aegypti interferindo diretamente na distribuicdo do vetor
(VIANA e IGNOTT, 2013).

O ciclo de vida do Aedes aegypti compreende quatro fases de
desenvolvimento: ovo, larva, pupa e mosquito adulto podendo variar de acordo com a
temperatura, disponibilidade de nutrientes e quantidade de larvas em um mesmo
criadouro (Figura 11) (FIOCRUZ, 2016).

Fase terrestre

,)»A Fase aquatica

-

4. Adultos 2. Larvas

Fase terrestre Fase aquatica

3. Pupas

Figura 11: Ciclo de vida do Aedes aegypti. Observa-se diferentes formas de vida
durante o ciclo biolégico do vetor sendo: ovos, larvas, pupas e inseto adulto
(CDC,2012).
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Atualmente, o Aedes aegypti estad distribuido por todo o planeta sendo
encontrado principalmente em regides tropicais e sub-tropicais (Figura 12) FLORES e
O’NEILL, 2018).

Considerado o vetor secundario da dengue, o Aedes albopictus originou-se no
continente asiatico de onde se disseminou para regides temperadas, tropicais e sub-
tropicais do planeta atraves das atividades de comércio de pneus usados (FORATIINI,

1986). E encontrado com maior frequéncia em ambientes silvestres como areas de

floresta, mas também em regiBes urbanas, peri-urbanas e rurais (Figura 13)
(BONIZZONI et al., 2013).

Figura 12: Distribuicdo global de Aedes aegypti. A probabilidade de ocorréncia é representada por
0 (azul): ausente e 1 (vermelho): presente (KRAEMER et al., 2015).

Figura 13 Distribuicdo global de Aedes albopictus. A probabilidade de ocorréncia é representada
por 0 (azul): ausente e 1 (vermelho): presente (KRAEMER et al., 2015).
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Apresentam a capacidade de se adaptarem a condigBes criticas de
temperaturas como durante o inverno, por exemplo, por meio de um mecanismo de
resisténcia conhecido como diapausa fotoperiddica. Este mecanismo consiste em um
periodo de dorméncia em que ha reducédo das atividades metabdlicas, interrup¢éo do
ciclo celular e aumento da expressdo de genes relacionados a sobrevivéncia em
situacOes de estresse (DENLINGER e ARMBRUSTER, 2014).

No inseto vetor o virus deve ser capaz de se ligar a receptores especificos de
células permissivas, evadir da resposta imune e romper barreiras tissulares
localizadas no intestino médio e glandulas salivares para entéo disseminar-se gerando
uma infeccdo sistémica. Dessa forma, uma infec¢do produtiva requer a co-evolucao
do virus e do inseto vetor permitindo a infeccao, replicacao e transmisséo viral (FRANZ
et al., 2015).

Diversos fatores podem influenciar a capacidade de transmisséo de patdgenos
entre insetos vetores entre eles fatores ambientais, genéticos e imunolégicos
(TABACHNICK, 2013). Aedes aegypti e Aedes albopictus se diferem quanto a
competéncia vetorial em funcéo de aspectos bioldgicos e evolutivos de cada espécie
que, por sua vez, interferem na dinamica de transmissao e propagacéo da dengue.
Em mosquitos Aedes aegypti a capacidade vetorial € afetada principalmente pelas
altas temperaturas que influenciam diretamente na interacdo virus-vetor
(CARRINGTON et al., 2013).

4.9. Medidas de controle da dengue

4.9.1 Historico de controle do Aedes aegypti no Brasil

Durante a década de 1950 intensas campanhas sanitarias foram realizadas
pelo governo brasileiro juntamente com a fundacdo Rockefeller para eliminar o virus
da febre amarela que resultou na erradicacdo do Aedes aegypti no pais em 1955
(SEVERO, 1955). Em 1967, foi confirmada a reintroducdo do mosquito na cidade de
Belém, capital do Para, e posteriormente, encontrado em outros 23 municipios do
mesmo estado. Mais uma vez, programas de controle vetorial foram implementados e
no ano de 1973 o Aedes aegypti foi mais uma vez considerado erradicado do pais.
Falhas nos programas de vigilancia sanitaria associada a urbanizacao descontrolada,

gerada pelo periodo de industrializacdo que acontecia no Brasil, levaram a nova
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reinfestacdo do vetor que foi relatado na cidade de Salvador, capital da Bahia. A partir
de entédo, o Aedes aegypti disseminou-se por todos os estados brasileiros culminado
com a reemergéncia da dengue em 1981 na cidade de Boa Vista em Roraima (BRAGA
e VALLE, 2007). No 1986 a ocorréncia de uma nova espécie, o Aedes albopictus, foi
descrita pela primeira vez em territério brasileiro no municipio de Itaguai, Rio de
Janeiro (MINISTERIO DA SAUDE, 2001). Diante do cenério epidemiol6gico que se
instalou no pais, o Ministério da Saude (MS) propds, a partir do ano de 1996, o Plano
de Erradicacdo do Aedes Aegypti (PEAa) que chamou a atencdo para a co-
participagdo dos governos Federal, Estadual e Municipal para a implementagéo de
acOes sistematicas e efetivas no combate de insetos vetores. Apesar de todo
investimento e das a¢des implementadas em saneamento, vigilancia epidemiolégica
e educacao social em saude, o PEAa ndo alcancou os objetivos esperados, pois 0s
nameros de casos de dengue continuavam crescendo, agravando ainda mais o
cenario brasileiro (MINISTERIO DA SAUDE, 20009).

Em 2001 um novo plano de acao foi elaborado com o objetivo de concentrar as
medidas preventivas da dengue nos municipios de maior infestacdo por Aedes aegypti
e, consequentemente, maior transmissao da doenca. Esta nova estratégia elaborada
pelo Ministério da Saude (MS) ficou conhecida como Plano de Intensificacdo das
Acbes de Controle da Dengue (MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

Com a introducéo e rapida disseminacdo do DENV-3 e a iminéncia de novos
surtos, o MS elaborou em 2002 o Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD).
Este novo modelo promoveu mudancas nas acdes empregadas anteriormente e
implementou novas medidas de carater multisetorial como o envolvimento e
mobilizacdo da comunidade, acdes de vigilancia epidemiolégica e entomoldgica,
estruturacdo de modelos de atencdo basica a satude por meio do Programa Saude da
Familia (PSF) e do Programa de Agentes Comunitarios da Saude (PACS)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2002).

Atualmente as principais medidas de controle da dengue baseiam-se na
reducdo da densidade populacional de mosquitos Aedes em seus criadouros naturais
ou artificiais a fim de reduzir a transmissao da doenca e a ocorréncia de novos surtos.
O controle da transmissao abrange principalmente formas aquaticas dos vetores como
larvas e pupas, e também o mosquito adulto (WHO, 2012).

A OMS estabeleceu diretrizes para 0 manejo integrado de vetores com a

finalidade de melhorar eficiéncia e sustentabilidade das acdes de controle. A
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abordagem do programa compreende cinco pontos principais: 1) mobilizagc&o social,
2) envolvimento dos setores da saude com outros setores sociais, 3) integracao de
diferentes métodos de controle fisico, quimico ou biologico, 4) elaboracdo de
estratégias baseadas na epidemiologia e ecologia vetorial local fundamentadas por
pesquisas operacionais e 5) aplicagéo de recursos humanos, estruturais e financeiros
para a manutencao de estratégias nacionais e locais de prevencédo (WHO, 2009).

A escolha do melhor método de controle seja fisico, quimico ou biologico ou
ainda a combinacdo destes, deve basear-se nas caracteristicas epidemiologicas
locais atuais, 0s aspectos bioldgicos dos insetos vetores, a area de alcance desejada,
0S recursos e o tempo disponiveis e o contexto social no qual as medidas serédo
implantadas (WHO, 2009).

Diante do desenvolvimento de mecanismos de resisténcia de vetores
associado aos danos ambientais e a saude publica pela utilizacdo de inseticidas
quimicos, tem se buscado novas estratégias para o controle da dengue (WHO, 2018).

4.9.2 Controle fisico da dengue

O controle fisico consiste em identificar e eliminar recipientes que podem
acumular agua parada servindo como criadouro para o mosquito Aedes. Trata-se de
medidas praticas que podem impedir o desenvolvimento dos insetos vetores no
ambiente domiciliar minimizando o contanto deste com o0s seres humanos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

As medidas empregadas incluem a limpeza de calhas e vasos de plantas,
protecdo ou reciclagem de pneus velhos, utilizacdo de telas em janelas e
esvaziamento ou destinacao correta de recipientes que acumulam agua parada. Estas
acOes devem ser executadas pelo proprio morador ou proprietario em parceria com
0s Agentes Comunitarios de Saude (ACS) e Agentes de Controle de Endemias (ACE).
Medidas de larga escala também podem ser implementadas pela gestdo municipal
para potencializar as acdes de controle e compreendem a coleta de residuos solidos,
principalmente em areas endémicas, processamento e destinacdo adequada de
residuos pneumaticos e a vedacio de depdsitos de agua (MINISTERIO DA SAUDE,
2009).

Concomitantemente a estas medidas sdo desenvolvidos programas de

educacdo em saude que incentivam a participacdo da comunidade e promovem
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mudang¢a comportamental impactando positivamente sobre as a¢gdes de controle de
vetores. As acdes de mobilizacdo social promovem a reducdo da transmissibilidade
da doenca nos periodos de epidemia reduzindo consequentemente a utilizacdo dos
servicos de saude e a reducao dos casos de infeccBes secundarias por DENV e as
formas graves da dengue. Atualmente, sabe-se que as estratégias de educacdo em
saude geram frutos que vao além de prevencao e controle da dengue, mas formam
comunidades mais preparadas para responder em casos de surtos, impedem a
saturacao dos servicos de saude e ainda contribuem com a manutencéo da qualidade
ambiental. A identificacdo e eliminacdo de criadouros do Aedes possui carater
preventivo e devem ser executadas regularmente durante todo o ano (MINISTERIO
DA SAUDE, 2009).

4.9.3 Controle quimico da dengue

A utilizacdo de inseticidas para o controle de vetores segue protocolos
predefinidos pela OMS em concordancia com World Health Organization Pesticide
Evaluation Scheme (WHOPES) — um programa que regulamenta o uso de substancias
guimicas no combate a insetos, bem como, 0s principios ativos a serem utilizados e a
dose recomendada para as diferentes propostas de tratamento (MINISTERIO DA
SAUDE, 2009). Este método deve ser executado de modo complementar as ac¢des de
controle fisico e vigilancia em saude. Sua utilizacdo deve ser limitada aos locais em
que a eliminacdo dos criadouros mecanicamente nédo é aplicavel (WHO, 2018).

O controle quimico abrange diferentes formas de vida do vetor. Os compostos
chamados larvicidas agem sobre a forma larvaria do Aedes enquanto os adulticidas
sdo empregados no controle das formas adultas do inseto (Tabelas 2 e 3) (CDC,
2018).
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Tabela 2: Produtos recomendados pela OMS para controle das formas larvais de Aedes aegypti.

Produtos contra larvas

Principio ativo Acdao Classe
Clorpirifos Neurotoxico Organofosforado
Fention Neurotoéxico Organofosforado
Pirimifés-mentil Neurotoéxico Organofosforado
Temephos Neurotoxico Organofosforado
Spinosad Neurotoxico Espirosina
Diflubenzuron Regulador do Inibidor de sintese de
desenvolvimento quitina
Novaluron Regulador do Inibidor de sintese de
desenvolvimento quitina
Piriproxifen Regulador do Inibidor de sintese de
desenvolvimento quitina

(Adaptado de VALLE et al., 2015)

Tabela 3: Produtos recomendados pela OMS para controle das formas adultas de Aedes aegypti.

Produtos contra adultos

Principio ativo Acéo Classe
Malathion Neurotoxico Organofosforado
Deltametrina Neurotoxico Piretroide
Lambda-clalotrina Neurotoxico Piretroide
Permetrina Neurotoxico Piretroide
Transcifenotrina Neurotoxico Piretroide

(Adaptado de VALLE et al., 2015)

A aplicagéo dos larvicidas deve atender aos padrdes do Programa Nacional de
Seguranca Quimica (IPCS), sobretudo para o uso em agua de consumo humano
(Tabela 4) (MINISTERIO DA SAUDE, 2009). A aplicacdo de compostos quimicos

adulticidas é realizada de duas formas distintas sendo aplicacdo residual ou a
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aplicacéo espacial, conhecida popularmente como “fumacé”. A primeira consiste na
pulverizacdo focal de inseticidas em paredes e demais superficies, geralmente por
equipamentos costais, enquanto a segunda metodologia é caracterizada pela
dispersdo de inseticidas no ambiente na forma de aerossoéis por equipamentos
acoplados a veiculos. O controle das formas adultas deve ser realizado em situagfes

emergenciais como surtos e epidemias, por exemplo (WHO, 2018).

Tabela 4: Produtos larvicidas recomendados pela OMS para aplicagdo em agua potavel.

Larvicidas recomendados pela OMS para uso em agua potavel

Produto Grupo Formulacao (1) Dose (mg/l)
Diflubenzuron Benzoilureas DT, GR, PM 0,02-0,25
Novaluron Benzoilureas CE 0,005
Piriproxifen Anélogo de GR 0,01-0,05
hormaonio juvenil
Espinosade Espinosinas DT 0,1-0,5
Tamefos Organofosforado GR 1

(Adaptado de WHO, 2012)

Entre os principios ativos recomendados pelo WHOPES e utilizados pelo Brasil,
estdo quatro classes de compostos quimicos que apresentam efeito neurotéxico
sendo os organofosforados, carbamatos, espinosinas e piretroides que apresentam
variados mecanismos de agdo (VALLE et al., 2015). A exposicéo a estas substancias
pode desencadear quadros leves ou graves de intoxicacéo variando de acordo com a
dose e 0 tempo de exposicao cujo risco maior esta associado a atividade ocupacional
(BOCHNER, 2015).

Estudos evidenciam a resisténcia vetorial frente as principais classes de
inseticidas empregados atualmente, o que representa um sério problema no controle
da dengue e de outras doencgas transmitidas por vetores (GRAY et al., 2018). Tal fato,
deve-se ao uso indiscriminado de inseticidas que implica na selecdo de vetores
resistentes e com maior capacidade de adaptacdo e sobrevivéncia tornando o

tratamento ineficiente. Uma alternativa seria a rotatividade de inseticidas quando ha
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constatacdo de populacdes resistentes de Aedes através de monitoramento por
bioensaios realizados em laboratério (CDC, 2018).

Além da possibilidade de selecdo de vetores mais resistentes, outro ponto
critico quanto ao uso de inseticidas quimicos é o impacto sobre a saude humana,
animal e o ambiente local (ARAUJO et al., 2015).

4.9.4 Controle biologico da dengue

4.9.4.1 Controle através de vacina

Diversos estudos estdo sendo conduzidos na busca de vacinas que garantam
protecdo imunoldgica duradoura para os diferentes sorotipos do DENV (LIU et al.,
2016). A primeira vacina autorizada mundialmente é a Dengvaxia ® (CYD TDV)
comercializada pela Sanofir Pasteur. Trata-se de uma vacina composta por virus
atenuados, quiméricos e recombinantes, cuja estrutura basica utilizada € o virus
vacinal da febre amarela (TORRESI; EBERT; PELLEGRINI, 2017).

Estudos comprovaram que a vacina Dengvaxia ndo fornece protecao
homogénea contra os quatro sorotipos do DENV (SABCHAREON et al., 2012). A
eficacia global clinicamente comprovada para a vacina € de 60,3% apresentando
maior ou menor percentual em funcao da idade (FLASCHE et al., 2016).

A eficiéncia da vacina também foi comparada entre um grupo de individuos
que ja tiveram dengue com aqueles que nunca foram expostos ao DENV. A andlise
dos resultados demonstrou que a eficiéncia da imunizacdo apos a vacinacgao foi
maior em individuos que ja tiveram dengue (83,7%) quando comparados a
individuos soronegativos (43,2%) (VILLAR et al., 2015).

Ensaios adicionais foram realizados para comprovar a relacao risco-beneficio
vacinal, que foi realizado através de monitoramento dos individuos submetidos as
fases teste da vacina. Observou-se efeito imunoprotetor, a longo prazo, em pessoas
gue ja foram expostas ao DENV, porém houve aumento do risco de complicacfes da
doenca e aumento do numero de casos de dengue grave e hospitalizacdo em
individuos soronegativos logo apds a administracéo da primeira dose (FERGUSON et
al., 2016).

Baseando-se nisso, recentemente, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

(ANVISA) publicou uma nota informativa sobre as recomendacdes quanto a
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administracdo da Dengvaxia ® no Brasil. Recomenda-se que a vacina Dengvaxia ®
siga o0 esquema primario proposto de 3 doses em intervalos de 6 meses em individuos
entre 9 e 45 anos de idade que residem em areas endémicas. Além disso, recomenda-
se também que a vacina ndo seja administrada em pacientes que nao foram
previamente expostos ao DENV, uma vez que o risco de manifestagdes graves da
dengue € maior do que o esperado em individuos que nunca foram expostos ao DENV
(ANVISA, 2017). Atualmente, novas vacinas estdo em fase de teste, a DENVax,
desenvolvida pelo CDC, nos Estados Unidos e a Inviragen desenvolvida pelo National
Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID). Entre os desafios para o
desenvolvimento de uma vacinal ideal, estdo a inducdo de imunidade duradoura,
auséncia de um modelo animal adequado, e a escassez de estudos epidemiolégicos
sobretudo em regides endémicas (PROMPETCHARA et al., 2019).

4.9.4.2 Controle através de predadores e patdégenos

Entre os agentes aplicados ao controle biologico sdo utilizados peixes
larvofagos que se alimentam das larvas e pupas do Aedes, cuja principal espécie
utilizada é a Poecilia reticulata devido a facilidade de adaptacdo aos diferentes
ambientes aquaticos (WHO, 2009). Esta espécie pode ser encontrada em habitats
variados, desde pequenos corpos d’agua até lagos e corregos de regides
montanhosas e elevada altitude. S&o nativos da América do Sul, incluindo o Brasil,
Guiana, Venezuela, Trindade e Tobago (ROSSO et al., 2017).

Outro organismo frequentemente utilizado é a bactéria entomopatogénica,
Bacillus thuringiensis israelenses (Bti) encontrado naturalmente no solo (LOBO, et al.,
2018; VALLE et al., 2015).

Trata de um bastonete Gram positivo, formador de esporos. Uma caracteristica
marcante desta espécie é a producdo de cristais protéicos durante a fase de
esporulacdo. No interior destes cristais sao encontradas toxinas que levam a morte

de uma variedade de insetos quando ingeridas (PALMA et al., 2014).

4.9.4.3 Controle através de endossimbiontes: Wolbachia pipientis

Uma nova proposta para o controle biolégico vem sendo estudada nos ultimos

anos. Trata-se da utilizagdo da Wolbachia, uma bactéria endosimbionte intracelular
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nao patogénica para humanos, que apresenta a capacidade de interferir na
transmissao viral do Aedes aegypti além de influenciar no ciclo de vida do mosquito
(DORIGATTI et al., 2018; FLORES e O’NEILL, 2018; KING et al., 2018; TATUENE et
al., 2017).

O género Wolbachia foi descrito pela primeira vez em 1924 a partir da sua
observacdo em tecidos reprodutivos do mosquito Culex pipiens (Figura 14). Foi
inicialmente caracterizada como um micro-organismo intracelular “semelhante” a
Rickettsia (Rickettsia-like), sendo inofensivo ao seu hospedeiro com o qual estabelece
uma relagao de simbiose (HERTIG e WOLBACH, 1924). Posteriormente, em 1936,
Herting caracterizou formalmente a Rickettsia-like descrita como sendo micro-
organismos procariotos, gram negativo e pleomorficos, chamando-os de Wolbachia
pipientis (HERTIG, 1936).

Figura 14: Micrografia eletrénica de transmissao de Wolbachia no interior da célula

de um inseto (Adaptado de imagem cortesia de Scott O’Neill, 2004)

Bactérias do género Wolbachia pertencem a ordem Rickettisiales e familia
Rickettsiaceae, um grupo de micro-organismos cujas espécies estabelecem relacdes
de parasitismo, mutualismo ou comensalismo com seu hospedeiro (WERREN et al.,
1994). Apresentam genoma relativamente pequeno como adaptacdo ao ambiente
intracelular, com aproximadamente 1,08 a 1,7 megabases (Mb) cuja caracteristica
marcante € a ocorréncia de varias sequéncias moveis e repetitivas conferindo
variabilidade genética (WERREN et al., 2008).
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Membros do género Wolbachia foram classificadas em supergrupos
taxonOdmicos baseando-se na similaridade da sequéncia do RNA ribossémico (rRNA)
16S (O'NEILL et al., 1992). Atualmente sédo conhecidos dezesseis supergrupos (A, B,
C,D,E,H, I,J, K L, M, N, O, Pe Q) que infectam diferentes hospedeiros (PASCAR,
2018). Os supergrupos A e B constam com o maior nimero de cepas que estdo
presentes em grande parte dos artropodes, enquanto os grupos C e D infectam
nematdides (GERTH et al., 2014). Cepas de Wolbachia pertencentes ao supergrupo
G foram isoladas em aranhas e sao consideradas linhagens recombinantes ndo sendo
mais enquadradas nessa classificacdo (WANG et al., 2016). Por fim, os supergrupos
E-Q infectam uma ampla gama de hospedeiros entre que incluem artropodes,
nematoides, além de coqueiros, cupins e outros organismos (GLOWSKA et al., 2015).

A Wolbachia é encontrada naturalmente no interior de 60% dos artrépodes
incluindo algumas espécies de mosquitos como Culex pipitiens e Aedes albopictus
(DORIGATTI et al.,, 2018). Esta bactéria se desenvolve no citoplasma da célula
hospedeira valendo-se de seus recursos celulares para sua reproducédo (JOHNSON,
2015).

A transmissdo vertical através da linhagem materna é a principal via de
transmissdo da Wolbachia. Para garantir a eficiéncia deste mecanismo de
transmissao, a Wolbachia interfere diretamente no ciclo biolégico do seu hospedeiro

promovendo importantes alteracdes reprodutivas (LINDSEY et al., 2018).

4.10 Interagdo Wolbachia-hospedeiro

A Wolbachia induz alteracdes especificas que impactam significativamente
sobre os processos celulares e o ciclo reprodutivo do seu hospedeiro trazendo-lhe
beneficios, mas também beneficiando-se desta relagdo. Sugere-se que a presenca da
Wolbachia afeta positivamente a imunidade do organismo hospedeiro conferindo-lhe
protecdo contra infec¢cdes por demais patdgenos, como por exemplo, infecgdes virais
(KING et al., 2018; DUTRA et al., 2016).

Os mecanismos que levam a modulacédo da biologia reprodutiva dos insetos
infectados por Wolbachia sdo muito bem estudados e documentados na literatura
cientifica. As alteracdes fenotipicas no entanto, dependem de fatores relacionados ao
organismo hospedeiro bem como, de caracteristicas genéticas da cepa envolvida
(DORIGATTI et al., 2018).
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A presenca da Wolbachia é capaz de interferir no ciclo reprodutivo do seu
hospedeiro por diversos mecanismos, sendo eles: partenogénese, feminizagéo, morte
seletiva de machos e incompatibilidade citoplasmatica (IC) (Figura 15) (PASCAR,
2018; WERREN et al., 2008; LINDSEY e STOUTHAMER, 2017).
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Figura 15: Fenotipos induzidos por Wolbachia em diferentes hospedeiros. Os mecanismos que
levam a modulacao do ciclo reprodutivo de seu hospedeiro séo: feminizacdo, partenogénese, morte de
machos e incompatibilidade citoplasmatica (Adaptado de WERREN et al., 2008).

A partenogénese em insetos € um mecanismo de reproducdo assexuada que
caracteriza o desenvolvimento de um organismo vivo a partir de ovos nao fecundados
isto €, sem que haja a participacao génica paterna (WERREN et al., 2008; LINDSAY
et al., 2016).

A partenogénese induzida por Wolbachia leva a interrup¢éo do ciclo mitético
em funcao da dissociacao incompleta dos cromossomos durante a profase, resultando
na formacdo de um nucleo diploide. Dessa forma, ovos fertilizados e nao fertilizados
dardo origem a fémeas, o que implica no aumento da populagédo feminina e
consequente disseminacgao da Wolbachia para sua prole (Figura 16) (WERREN et al.,
2008).
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Figura 16: Representacdo esquemdtica do mecanismo de partenogénese induzida por
Wolbachia. (A) Espécies livres de Wolbachia dardo origem a fémeas diploides apés o processo de
fertilizag&o. Os ovos ndo fertilizados daréo origem a organismos machos haploides. (B) A presenca da
Wolbachia faz com que fémeas diploides sejam geradas sem o processo de fertilizacéo por pelo menos
trés mecanismos distintos: dissociacdo incompleta de cromossomos (l); fusédo dos nudcleos apos a
primeira mitose (ll) e diploidizacio de gametas (Adaptado de COURDAUX et al., 2011).

Em algumas espécies de artrépodes a Wolbachia, é capaz de desenvolver-se
no interior da glandula androgénica causando sua hipertrofia e consequente inibigcéo
da sua funcdo. Dessa forma, o desequilibrio na sintese hormonal impede a
diferenciacéao sexual fazendo com que machos genéticos se transformem em fémeas
fenotipicas pelo mecanismo de feminizagdo (CORDAUX et al., 2011).

Em insetos das ordens Coleoptera, Diptera, Lepidoptera e Pseudoscorpionina
infectados por Wolbachia, a morte de machos ocorre durante o desenvolvimento
embrionario, resultando assim em maior disponibilidade de alimentos para o completo
desenvolvimento das fémeas (WERREN et al., 2008).

A incompatibilidade citoplasmética (IC) é a alteracdo fenotipica mais

frequentemente observada em insetos infectados por Wolbachia. Refere-se a
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incompatibilidade Ovulo-espermatozoide que resulta na morte embrionaria precoce.
Quando fémeas portadoras de Wolbachia acasalam com machos nao infectados ou
infectados por cepas compativeis ha formacdo de progénie viavel garantindo a
transmissédo da bactéria aos seus descendentes. De um modo diferente, o cruzamento
de fémeas livres de Wolbachia ou portadoras de cepas incompativeis com machos
infectados por Wolbachia resulta na formacao de progénie inviavel uma vez que, 0s
ovos nao atingem a ecloséo (JOHNSON, 2015).

A primeira situacdo caracteriza a incompatibilidade unidirecional, pois ira
permitir a reproducao de apenas uma populacéo especifica de insetos portadores de
Wolbachia (Figura 17). Enquanto a segunda situacdo € conhecida como
incompatibilidade bidirecional, pois promove o desenvolvimento de populacdes
diferentes de insetos que podem estar infectados por diferentes linhagens (Figura 18)
(RAINEY et al.,2013).
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Figura 17: Representacdo esquematica do mecanismo de incompatibilidade
unidirecional. Neste mecanismo, apenas uma populacdo especifica de insetos
infectados com uma determinada cepa de Wolbachia é favorecida. O cruzamento
entre organismos infectados por cepas incompativeis resulta em progénie inviavel
(Adaptado de JOHNSON, 2015).
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Figura 18: Representacdo esquematica do mecanismo de incompatibilidade
bidirecional. Neste mecanismo, reproducdo de diferentes popula¢des de insetos
portadores de diferentes cepas de Wolbachia é favorecida. O cruzamento entre
organismos infectados por cepas incompativeis resulta em progénie inviavel
(Adaptado de JOHNSON, 2015).

Os mecanismos moleculares que levam a IC ainda ndo sdo totalmente
conhecidos. O modelo mais aceito atualmente é que a Wolbachia modifica os
espermatozoides do inseto macho durante a espermatogénese e esta modificacao
sera revertida durante o cruzamento com cepas compativeis de Wolbachia (ALTINLI
et al.,, 2018; BONNEAU et al., 2018).

A assincronia entre os prénucleos dos progenitores durante o inicio do ciclo
celular resulta no atraso da replicacdo do material genético e na formacgéo do envelope
nuclear masculino. Na metafase, os cromossomos maternos se condensam
completamente enquanto 0s cromossomos paternos nao se condensam corretamente
e nao se separam adequadamente durante a anafase sendo excluidos ou deslocados
para a extremidade do centrossoma (Figura 19) (WERREN et al., 2008).
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Figura 19: Representacdo esquematica do mecanismo genético de IC.
Observa-se a assincronia dos ndcleos feminino e masculino que ndo se condensam
juntamente na metafase (ao centro). Como consequéncia, ndo se dissociam
adequadamente na anafase deslocando-se para a extremidade do centrossoma. IC
nao é observada em cruzamentos entres espécies infectadas por cepas compativeis
de Wolbachia (Adaptado de WERREN et al., 2008).

A IC tem sido relacionada como uma estratégia para bloguear a transmisséo
de doencas veiculadas por vetores. O fato da Wolbachia ser transmitida
principalmente por via vertical assegura sua transferéncia as futuras geracoes
(JEFRRIES e WALKER, 2015). Dessa forma, os descendentes infectados por
Wolbachia sdo capazes de substituir as populacdes locais de insetos vetores
(SULLIVAN e O'NEILL, 2017).

Em 2009, McMeniman e colaboradores, realizaram com sucesso a transfec¢ao
de cepas wMelPop em mosquitos Aedes aegypti. Os resultados obtidos evidenciaram
a redugcdo em 50% da expectativa de vida de fémeas adultas quando comparadas

com mosquitos ndo infectados. A morte do vetor antes que ocorra o0 periodo de
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incubacdo extrinseco impede o desenvolvimento completo do DENV e,
consequentemente, a transmissédo da doenca (MCMENIMAN et al., 2009).

A habilidade da Wolbachia em inibir a multiplicagao viral em insetos e interferir
no ciclo reprodutivo do seu hospedeiro, faz deste micro-organismo um potencial alvo
de pesquisas para o controle biolégico de infeccdes arbovirais (TATUENE et al., 2017;
FERGUSON et al., 2015; MCGRAW e O'NEILL, 2013; FLORES e O’NEILL, 2018).

4.11 Blogueio de patdégenos induzido por Wolbachia

Além das alteracdes reprodutivas observadas nos organismos portadores de
Wolbachia, sabe-se que este endosimbionte € capaz de conferir protecao antiviral aos
seus hospedeiros (RANCES et al., 2013). Estudos demonstram que a presenca de
Wolbachia em moscas Drosophila melanogaster é capaz de impedir a infec¢éo por
Drosophila C virus (DCV), um virus de RNA que infecta comumente estes organismos
(HEDGES et al., 2008). A principio, pensava-se que a protecao antiviral mediada por
Wolbachia, era restrita aos virus de RNA patogénicos de Drosophila melanogaster
porém, novos estudos verificaram que a Wolbachia também impede a multiplicacao
de determinados arbovirus como o DENV, (RANCES et al., 2012) virus da febre
amarela (YFV) (HURK et al., 2012) e virus do Oeste do Nilo (WNV)

Os mecanismos que bloqueiam a replicacao viral em hospedeiros de Wolbachia
nao sao totalmente conhecidos entretanto, sabe-se que a ativac¢ao de vias especificas
da resposta imune, producéo de compostos com atividade antiviral, competicdo por
recursos intracelulares e mecanismos moleculares de regulacdo da expressdo génica
estdo envolvidos no bloqueio de infec¢Bes virais em artropodes (JOHNSON, 2017,
SIM et al., 2014: TATUENE et al., 2017; RANCES et al., 2015)

As principais vias do sistema imune envolvidas na protecdo contra infeccoes
patogénicas em insetos sédo a via Toll, via da imunodeficiéncia (IMD) e a via de
sinalizacdo Janus Kinase/Transdutores de Sinal e Ativadores de Transcricdo (JAK-
STAT). A ativacéo dessas vias leva a regulacao da transcricéo de genes codificadores
de peptideos antimicrobianos ampliando a capacidade de resposta imune entre 0s
organismos hospedeiros de Wolbachia (TATUENE et al., 2017; RAINEY et al., 2013).

A competicdo por recursos essenciais como ferro e colesterol por exemplo,
também esta associada a protecdo antiviral induzida por Wolbachia (TERRADAS e
MCGRAW, 2017; FRASER et al., 2017).
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Sabe-se que a bactéria, ndo sintetiza o colesterol que necessita para o0 seu
desenvolvimento, obtendo-o a partir da célula hospedeira. Da mesma forma,
determinados virus também adquirem do seu hospedeiro 0s recursos metabolicos
necessarios para sua replicagdo e montagem (TATUENE et al., 2017). A competi¢cao
por tais recursos e utilizacao do colesterol celular pela Wolbachia afeta a capacidade
de replicacao e infeccéo viral (TERRADAS e MCGRAW, 2017).

Concomitantemente, Wolbachia é capaz de ativar a transcricdo de genes
efetores da resposta imune relacionados a defesa contra patdogenos e inducao de
liberacdo de espécies reativas de oxigénio causando estresse celular oxidativo
(LINDSEY et al., 2018). Embora se conheca o papel do endosimbionte na resposta
imune do seu hospedeiro, € importante dizer que a eficiéncia da protecao antiviral esta
condicionada a densidade e distribuicdo da bactéria nos tecidos do inseto (MCGRAW
e O'NEILL, 2013).

A partir do conhecimento do bloqueio de patdogenos mediado por Wolbachia,
associado aos fendtipos reprodutivos que permitem sua transmissao ao longo das
geracoes, estdo sendo desenvolvidas estratégias para sua utilizacdo como agente de
controle biologico da dengue (MCGRAW e O NEILL, 2013; LINDSEY et al., 2018).

4.12 Utilizagdo da Wolbachia no controle e transmissdo da dengue

As primeiras estratégias para o controle da dengue baseavam-se na utilizacao
da cepa wMelPop para manipular a longevidade de mosquitos vetores da doencga,
impedindo-o0s que atingissem a fase adulta e completassem o periodo de incubacgéo
extrinseco em que ocorre a replicacéo viral nas células do inseto (MCMENIMAN et
al.,2009; BROWNSTEIN et al., 2003). Entretanto, o carater intrinseco de viruléncia de
wMelPop poderia impactar sobre a viabilidade do vetor no ambiente comprometendo
seu desenvolvimento natural. Em virtude disso, a cepa wMel tem sido estudada para
o controle da dengue, pois é capaz de impedir a multiplicacdo viral reduzindo os
impactos sobre o ciclo bioldgico do mosquito Aedes aegypti (MOREIRA et al., 2009).

Atualmente, uma estratégia global, proposta inicialmente pelo pesquisador
Scott O’'Neil da Universidade de Monash, Australia, esta sendo testada para reduzir a
transmissao de doencas veiculadas por mosquitos. O World Mosquito Program (WMP)
€ uma iniciativa para o controle biol6gico da dengue a partir da liberagdo de mosquitos
transfectados com Wolbachia em é&reas endémicas da doenca. Consiste em uma
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alternativa natural, segura e autossustentavel para o controle das principais infec¢des
arbovirais. Atualmente, o WMP esté presente em 12 paises, incluindo o Brasil (WMP,
2018).

O objetivo proposto pelo WMP consiste na substituicdo de espécies de Aedes
aegypti locais por uma populacdo de mosquitos Aedes aegypti infectados por
Wolbachia (Figura 20). Em laboratorio, a Wolbachia é transfectada para ovos de
Aedes aegypti, a partir de microinje¢des, uma vez que ndo € encontrada naturalmente
nestes organismos. Os ovos, ao eclodirem, dardo origem a pupas que se
transformardo em mosquitos adultos estabelecendo uma nova geracao de mosquitos
portadores de Wolbachia. Estes, sdo mantidos em insetarios em condicdes similares
aguelas encontradas na natureza (WMP, 2018; FIOCRUZ, 2018).

Antes da liberacdo dos mosquitos testes na cidade da Australia, a Organizacao
de Pesquisa Cientifica e Industrial da Comunidade das Nacdes (CSIRO) emitiu um
relatério atestando a seguranca da técnica tanto para o meio ambiente como para os
seres humanos. Além disso, a saliva de mosquitos infectados foi testada e a
Wolbachia nao foi encontrada, indicando que a bactéria ndo é transmitida durante o
repasto sanguineo (WMP, 2018).

O emprego da Wolbachia tem se mostrado eficiente. Na Australia, quase 100%
da populacdo nativa de Aedes aegypti atualmente esta infectada por Wolbachia e
ainda verificou-se que a presenca da bactéria nestes insetos foi capaz de bloquear a
multiplicagdo do DENV (FRENTIU et al., 2014; HOFFMANN et al., 2014).

O relatério da primeira implantacdo em larga escala na cidade de Townsuville,
demonstrou que a liberagcdo de mosquitos transfectados com Wolbachia em grandes
areas pode ser realizado de modo rapido, eficiente e com baixos custos e grande
aceitabilidade pela comunidade local. Além disso, o projeto permitiu avaliar os dados
epidemioldgicos referentes aos anos anteriores e compara-los com o periodo apés a
liberagéo da Wolbachia no ambiente (Figura 20) (O”’NEILL et al., 2018).
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Figura 20: Casos de dengue registrados na cidade de Townsville, Austrélia. Os dados
obtidos compreendem o periodo de janeiro de 2001 a outubro de 2018, antes e apds a
aplicacdo do projeto Eliminar a Dengue, utilizando a Wolbachia. As areas em verde
demonstram o crescimento populacional da Wolbachia nos locais submetidos ao projeto
(Adaptado de O’NEILL et al, 2018).

Em 2012 a Fundacéo Osvaldo Cruz (FIOCRUZ) deu inicio a implantacdo do
projeto WMP no Brasil sendo chamado “Eliminar a dengue: desafio Brasil”. Em 2014
iniciou-se a liberacdo de mosquitos em escala piloto nas cidades de Tubiacanga, Rio
de Janeiro, e Jurujuba, em Niter6i e mais tarde, em 2017, a liberagdo de mosquitos foi
realizada em larga escala também na cidade de Niter6i (WMP, 2018).

As etapas do programa s&o muito bem delineadas e passam pela aprovacao
de orgéos reguladores e compreende as fases de engajamento comunitario, liberacao
de mosquitos e monitoramento. A primeira consiste na divulgacdo do método a toda
comunidade local e posterior avaliacdo a fim de verificar o grau de entendimento e
aceitacdo da populacdo. Apdés um periodo de aproximadamente trés meses das
atividades desenvolvidas junto a comunidade, procede-se a liberacdo gradual de

mosquitos portadores de Wolbachia. A liberacdo dos insetos € realizada no periodo
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da manha por profissionais da entomologia ou agentes comunitarios e de vigilancia
em saude em locais pré-determinados (WMP, 2018).

A etapa de monitoramento é realizada um més apdés a soltura dos mosquitos
que sao capturados por armadilhas instaladas nos domicilios. Em seguida séo
executados testes moleculares para detectar a presenca da Wolbachia nestes
organismos a fim de verificar se houve o estabelecimento de uma populacdo de Aedes
aegypti infectados por Wolbachia. A partir de entdo a Wolbachia é naturalmente
transmitida as demais geracdes sem gque haja necessidade de demais metodologias
(WMP, 2018).

Pericdo de liberagao

Populagio local Liberagio de mosquitos com Wolbachia Wolbachia se estabelece na populagao
de mosquitos local de mosquitos
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Figura 21: Estratégia do programa Eliminar a dengue: desafio Brasil. Os mosquitos portadores de
Wolbachia ao reproduzirem-se com a populacdo de mosquitos selvagens faz com que a Wolbachia
seja transmitida verticalmente para as demais geracgdes, garantindo a autossutentabilidade da técnica
(Adaptado de World Mosquito Program, 2018).

O programa conta com a aprovacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA), Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e pela
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) que também verificaram a
seguranca do método e 0s possiveis riscos para a saude humana e ambiental
(FIOCRUZ, 2018).
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Resultados publicados pela FIOCRUZ referentes ao projeto piloto em Niteroi
confirmam a transmissao em 90% da bactéria para mosquitos Aedes aegypti, 0 que
demonstra a eficiéncia e autossustentabilidade da técnica (FIOCRUZ, 2018).

Recentes estudos laboratoriais demonstraram também o potencial da
Wolbachia em bloquear infec¢des pelo virus Mayaro (MAYV) em populacbes de
Aedes aegypti. Observou-se que a replicacdo viral em mosquitos que portavam a
bactéria foi prejudicada e ainda apresentaram uma capacidade reduzida quanto a
transmissédo do MAYV (PEREIRA et al., 2018). Além disso, a Wolbachia também foi
capaz de impedir, em espécies Aedes aegypti, a multiplicacdo do CHIKV, DENV e do
parasita Plasmodium gallinaceum (MOREIRA et al., 2009) e também do virus da febre
amarela (ALIOTA et al., 2016). Recentemente, foi evidenciado que cepas wMel
também limitam a infec¢@o por Zika virus em mosquitos Aedes aegypti (ALIOTA et
al.,2016).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Atualmente a dengue é uma das mais importantes infec¢des arbovirais em todo
o0 mundo, responsavel por um grande numero de casos que acometem individuos de
diferentes faixas etarias. Além da sobrecarga ocasionada aos servicos de saude,
pelos altos indices de morbimortalidade, a dengue também implica em consequéncias
socioecondmicas importantes.

Nos ultimos anos os casos de dengue aumentaram significativamente em
funcdo da ampla distribuicAo de seus vetores associado aos processos de
globalizagdo, urbanizacdo ndo controlada, mudancas climaticas e interferéncia
humana no ambiente natural.

Atualmente, as principais medidas de controle da dengue limitam-se ao
combate ao inseto vetor. Na busca por novas tecnologias seguras e eficientes, a
utilizacdo da Wolbachia tem se mostrado uma alternativa promissora, para controle
das populagcbes de insetos vetores, pois consiste em uma metodologia
autossustentavel e que nao oferece riscos ao ambiente ou a populagéo local. O WMP
€ uma iniciativa mundial aplicada em varios paises, inclusive no Brasil, cujo projeto &
desenvolvido pela FIOCRUZ. Esta nova abordagem de controle biolégico da dengue,
mostrou-se eficiente em reduzir a transmissdo de virus veiculados pelo mosquito
Aedes aegypti sem suprimir as populagcbes do vetor o que poderia afetar o
ecossistema natural.

Concomitantemente, devem ser incentivadas a participacdo e o envolvimento
de toda comunidade na identificagdo e remocao dos potenciais criadouros do
mosquito Aedes, além da participacéo ativa do municipio na pratica de programas de
vigilancia epidemioldgica, entomoldgica e laboratorial.

A dengue deve ser uma preocupacdo dos governos nacional, estadual e
regional que devem, juntos, planejar e elaborar metas de prevencao, além do
monitoramento dos casos a fim de se evitar consequéncias graves decorrentes da

doenca.
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