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RESUMO

DA CRUZ, Derciliano Lopes. Caracterizacdo de anofelinos em duas regides de transmissao
de maléria (Brasil e Cabo Verde): identificacdo de espécies, infeccdo vetorial, deteccdo de
genes de resisténcia a inseticidas e analise da variabilidade genética. 2022. Tese (Doutorado
Académico em Biociéncias e Biotecnologia em Saude) - Instituto Aggeu Magalhaes,
Fundacéo Oswaldo Cruz, Recife, 2022.

Mosquitos do género Anopheles sdo considerados 0s Unicos vetores responsaveis pela
transmissdo do Plasmodium spp., agente etioldgico da maldria, a nivel global. Na Africa, a
malaria é distribuida por quase todas as regides, incluindo Cabo Verde - pais situado na Africa
ocidental. Nas Américas, o Brasil é o segundo pais que mais reporta casos da doenca, com
dois cenarios epidemiologicos distintos: alta endemicidade (regido Amazobnica) e sem
endemicidade (na regido extra-amazonica). Em ambos os continentes, uma das principais
estratégias de combate a doenca é o controle de vetores através do uso de inseticidas
quimicos. No entanto, o uso indiscriminado dos inseticidas tem ocasionado a sele¢do de genes
que conferem resisténcia em mosquitos, o que dificulta o controle dessas populacdes. Sendo
assim, o conhecimento da estrutura genética de anofelinos vetores e a deteccdo de alelos de
resisténcia sdo essenciais para fundamentar a tomada de decisbes em programas de controle
vetorial. Este estudo teve como objetivo avaliar a circulacdo de vetores da maléria, identificar
a infeccdo natural por Plasmodium spp., diagnosticar a ocorréncia de alelos que conferem
resisténcia a inseticidas quimicos e estimar a variabilidade genética em anofelinos de duas
regibes: cidade da Praia, Cabo Verde (regido endémica) e municipio do Conde-PB, Brasil
(sem endemicidade). A identificacdo de anofelinos usando IGS (espacadores intergénicos)
revelou um total de 235 espécimes de Anopheles arabiensis coletadas em Cabo Verde. No
Conde, 323 espécimes de Anopheles foram identificadas molecularmente, usando DNA
barcoding: An. aquasalis (135), An. minor (62), An. triannulatus (32), An. albitarsis s.I (30),
An. argyritarsis (18), An. peryassui (15), An. oswaldoi (5), An. braziliensis (3), An. sawyeri
(3) e Anopheles spp. (20). A investigacdo molecular da infeccdo por Plasmodium spp. foi
realizada em 312 mosquitos fémeas de Anopheles coletados no Conde-PB, resultando em
nenhuma amostra positiva para Plasmodium. A genotipagem dos genes de resisténcia (Nay,
GSTE2 e ace-1) e a variabilidade genética (COI, ND5) foram realizadas para as espécies An.
arabiensis coletadas em Cabo Verde e para trés potenciais vetores (An. albitarsis s.I, An.
aqusalis e An. argyritaris) coletados no municipio do Conde. Nao foram encontradas SNPs
nos genes de resisténcia, com excecdo do gene Na, que revelou a presenca dos alelos
L1014S/F na populagéo de An. arabiensis coletada em Cabo Verde, com frequéncias de 0,15 e
0,17 em duas localidades analisadas. De forma geral, o estudo da diversidade genética local
dos anofelinos coletados nas duas regides, revelou baixa diversidade genética, com alto Nm e
baixos valores de Fst. Uma andlise global, comparando populacfes de Cabo Verde com as
disponiveis em banco de dados para paises africanos, revelou altos valores de Fst e baixos
Nm, resultando em alta diferenciacdo genética e baixo fluxo génico. Os dados apresentados
neste estudo apontam para a necessidade de uma continua vigilancia entomologica e
molecular dos Anopheles vetores presente nas duas regides de estudo, afim de orientar as
estrategias a serem empregadas nos programas de controle locais.

Palavras-chave: Anopheles spp.; Plasmodium spp.; resisténcia a inseticidas; variacdo
genetica.



ABSTRACT

DA CRUZ, Derciliano Lopes. Anophelines characterization in two regions of malaria
transmission (Brazil and Cabo Verde): species identification, vectorial infection, detection of
inseticide resistance genes and analysis of genetic variability. 2022. Tesis (Doutorado
Académico em Biociéncias e Biotecnologia em Salde) - Instituto Aggeu Magalhées,
Fundacao Oswaldo Cruz, Recife, 2022.

Anopheles mosquitoes are considered the only vectors responsible for Plasmodium spp.
transmission, the etiological agent of malaria, globally. In Africa, malaria is distributed in
almost all regions, including Cabo Verde, a country located in West Africa. In the Americas,
Brazil, is the second country that most reports cases of the disease, with two distinct
epidemiological scenarios: high endemicity (Amazon region) and no no endemicity (extra-
Amazon region). In both continents, one of the main strategies to combat the disease is vector
control through the use of chemical insecticides. However, the indiscriminate use of
insecticides has led to the selection of genes that confer resistance in mosquitoes, which
makes it difficult to control these populations. Thus, knowledge of the genetic structure of
anopheline vectors and detection of resistance alleles can support decision-making in vector
control programs. This study aimed to evaluate the circulation of malaria vectors, natural
infection by Plasmodium spp., the occurrence of alleles that confer resistance to chemical
insecticides and genetic variability in anophelines from two regions: Praia, Cabo Verde
(endemic region) and municipality of Conde-PB, Brazil (without endemicity). Anopheline
identification using IGS revealed a total of 235 specimens of Anopheles arabiensis collected
in Cabo Verde. In Conde, 323 specimens of Anopheles were molecularly identified using
DNA barcoding: An. aquasalis (135), An. minor (62), An. triannulatus (32), An. albitarsis s.l
(30), An. argyritarsis (18), An. peryassui (15), An. oswaldoi (5), An. braziliensis (3), An.
sawyeri (3) and Anopheles spp. (20). Molecular investigation of Plasmodium spp. was
performed on 312 female Anopheles mosquitoes collected in Conde-PB, resulting in no
positive sample for Plasmodium. Genotyping of resistance genes (Nav, GSTE2 and ace-1) and
genetic variability (COI, ND5) were performed for the species An. arabiensis collected in
Cabo Verde and for three potential vectors (An. albitarsis s.I, An. aqusalis and An.
argyritaris) collected in the municipality of Conde. No SNPs were found in the resistance
genes, with the exception of the Nav gene, which revealed the presence of L1014S/F alleles in
the An. arabiensis population collected in Cabo Verde, with frequencies of 0.15 and 0.17, in
two analyzed localities. In general, the study of the local genetic diversity of anophelines
collected in both regions revealed low genetic diversity, with high Nm and low Fst values. A
global analysis, comparing Cabo Verde populations with those available in databases for
African countries, revealed high Fst values and low Nm, resulting in high genetic
differentiation and low gene flow. The data presented in this study point to the need for
continuous entomological and molecular surveillance of Anopheles vectors present in the two
study regions, in order to guide the strategies to be used in local control programs.

Keywords: Anopheles spp.; Plasmodium spp.; insecticide resistance; genetic variation.
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1 INTRODUCAO

Uma grande variedade de espécies de mosquitos do género Anopheles esta associada a
transmissdo do Plasmodium, agente etiologico da malaria. Dentre estes, 0s mosquitos do
complexo Anopheles gambiae sdo considerados os principais vetores responsaveis pela
transmissao deste patdgeno causador da doenca (LUC et al., 2016; MILLAR; COX-SINGH,
2015; WIEBE et al., 2017). A malaria € uma doenca infecciosa considerada um dos maiores
problemas de salde publica no mundo, com ampla distribuicdo nas regibes tropicais e
subtropicais (REID; MCKENZIE, 2016). Devido aos esfor¢os empregados no controle da
doenca, varias regides registraram a reducdo do numero de casos de malaria no mundo
(DADZIE et al., 2016). No entanto, essa ndo € a realidade de todas as regides, visto que no
continente africano ainda ha regiGes que registram numeros alarmantes de casos da doenca
(cerca de 90%) (KAWADA et al., 2011).

Em Cabo Verde (CV), arquipélago situado na Africa Ocidental, a malaria é considerada
endémica, mas, desde 1990, o nivel de transmissdo tinha permanecido muito baixo, com
ocorréncia de casos predominantemente nas ilhas de Santiago e Boa Vista (ALVES et al.,
2006). Mosquitos da espécie Anopheles arabiensis Paton, 1905, membro do complexo An.
gambiae, é considerado o Unico vetor implicado na transmissdo da doenca em Cabo Verde.
Esta espécie participa do ciclo de transmissdo de Plasmodium falciparum, a Gnica espécie do
parasita descrita como responsavel por causar a malaria no pais (CABO VERDE, 2015;
CAMBOURNAC; PETRARCA; COLUZZI, 1982). Segundo a Organizacdo Mundial da
Saude (2015), desde 2000, o numero de casos de malaria registrados em Cabo Verde tem
demonstrado variacfes ao longo dos anos. Mais recentemente, segundo o boletim do Servico
de Vigilancia Integrada e Resposta a Epidemias (SVIRE) daquele pais, foram registrados, de
janeiro a novembro de 2017, mais de 430 casos de malaria, 412 dos quais foram de
transmissdo autdctone e 18 considerados como casos importados. A cidade da Praia, na ilha
de Santiago, apresentou 0 maior nimero de registros, com 421 casos (412 locais). O restante
dos casos foi importado de paises vizinhos como, Nigéria, Angola, Senegal, Guiné-Bissau,
Guiné Conacri e Costa do Marfim (BOLETIM INFORMATIVO DO MINISTERIO DA
SAUDE DE CABO VERDE, 2017). Nos ultimos trés anos ndo houve transmisso local em
Cabo Verde, o que confere ao arquipélago a elegibilidade para se candidatar a certificacdo da
Organizacdo Mundial de SaGde (OMS) de eliminacdo da malaria (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2021).
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Nas Américas, depois da venezuela, o Brasil é o pais que mais registra casos de
maléria (cerca de 23% das ocorréncias) (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2019a),
com dois cenarios epidemiologicos distintos: alta endemicidade, observada na regiao
Amazonica (responsavel por aproximadamente 99% dos casos ocorridos no Brasil), e
hipoendemicidade, na regido extra-amazonica (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2014). O estado do Amazonas apresenta 0 maior nimero de casos da doenca (BRASIL,
2019a). O municipio do Conde, no estado da Paraiba (PB), situado na regido extra-amazonica
apresenta areas de manguezais que constituem um ecossistema costeiro de transicdo entre 0s
ambientes terrestre e marinho. Espécies de Anopheles que se reproduzem nestes ambientes
exibem um padrdo diversificado de comportamento, alimentando-se em &reas peridomiciliares
e repousando em areas extradomiciliares (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). Apesar de ser
considerada uma area nao endémica, o municipio registrou 21 casos da doenca em 2019,
todos associados a infeccdo por Plasmodium vivax (PARAIBA, 2019).

Devido a falta de vacinas para prevenir a maléria, a principal forma de prevencao da
doenca é o controle do préprio vetor (REID; MCKENZIE, 2016). O controle de anofelinos é
feito principalmente pelo uso de inseticidas quimicos (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2012a). No entanto, 0 uso intensivo e indiscriminado destes compostos tem levado
ao surgimento de resisténcia em populacGes de Anopheles spp., principalmente para
populagdes africanas (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2014). A resisténcia aos
inseticidas estd associada a presenca de alelos nas populacdes naturais que conferem
vantagem adaptativa. Estes alelos associados a resisténcia podem ser selecionados como
consequéncia do uso intensivo de inseticidas, o que provoca uma pressao de selecao.

Dada a ocorréncia recente de casos de malaria e o uso de inseticidas no controle dos
vetores da doenca na ilha de Santiago - Cabo Verde e no municipio do Conde - PB, a
vigilancia entomoldgica e molecular dos vetores incriminados sdo essenciais para auxiliar na
tomada de decisdo nos programas de controle locais. Sendo assim, o presente estudo tem
como objetivo caracterizar anofelinos coletados na ilha de Santiago e no municipio do Conde-
PB quanto a presenca de vetores da maléria, infecgdo natural por Plasmodium spp, ocorréncia

de alelos que conferem resisténcia a inseticidas quimicos e variabilidade genética.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Vetores da malaria

A familia Culicidae consiste em duas subfamilias reconhecidas como Culicinae e
Anophelinae. A classificagdo tradicional da subfamilia Anophelinae, contém
aproximadamente 480 espécies reconhecidas e & composta por trés géneros: Anopheles
Meigen, que € cosmopolita, Bironella Theobald, encontrada na regido australiana e Chagasia
Cruz (Neotropical) (HARBACH, 2004). A maioria dos anofelinos pertence ao género
Anopheles, este que € subdividido em 7 subgéneros: Anopheles s.s. (cosmopolita), Baimaia
(Oriental), Cellia (velho mundo), Kerteszia (Neotropical), Lophopodomyia (Neotropical),
Nyssorhynchus (Neotropical) e Stethomyia (Neotropical) (HARBACH, 2007). Os mosquitos
do género Anopheles constituem os insetos de maior importancia médica e econémica
(LOAIZA et al., 2012) e sdo os Unicos vetores da malaria humana e zoonética (MANIN;
DRAKELEY; CHUA, 2018; WANG et al., 2016). Aproximadamente 70 espécies de
Anopheles demonstram competéncia vetorial para a transmissdo de patdégenos do género
Plasmodium causadores da maléria humana e 41 delas séo consideradas espécies vetoras
dominantes (DVS — dominant vector species) (Figura 1) (HAY et al., 2010; SINKA et al.,
2010a, 2012).

Figura 1 — Mapa global de espécies de Anopheles vetores dominantes.
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2.1.1 Ciclo de vida dos anofelinos

Como todos os culicideos, os anofelinos passam por quatro fases em seu ciclo de vida:
ovo, larva, pupa e mosquito adulto (Figura 2). As trés primeiras fases, consideradas fases
jovens, sdo aquaticas e a fase adulta desenvolve-se no meio terrestre. Apos a eclosdo da larva,
esta passa por quatro estadios larvais, e depois, um estagio de pupa. A partir da pupa ocorre a
emergéncia do mosquito adulto. A maioria das especies é ndo-autdgena: apds a copula, as
fémeas precisam de um repasto sanguineo para completar o desenvolvimento de seus ovos
(BECKER et al., 2010).

Ap0s repasto sanguineo, as fémeas gravidas de mosquitos depositam seus ovos (entre 50
- 500 ovos por cada oviposicdo) em meio aquatico (ex: pogas, charcos, ribeiras, lagos, etc).
No momento da postura, 0s 0vos sdo brancos, acabando por tornarem-se escuros dentro de 1-2
h, por causa da desoxigenacdo (KOUTSOS et al., 2007). Os anofelinos ovipositam na
superficie da agua de forma isolada enquanto estdo na superficie ou pairando acima dela. Seus
ovos possuem um formato de canoa com flutuadores laterais, adaptados para manterem-se na
superficie da dgua. Em condic¢des extremas, como a seca, podem ser facilmente danificados
por dissecacdo, pelo fato de ndo serem resistentes a seca. Dependendo do clima e espécie de
Anopheles em questéo, a eclosdo das larvas ocorre dentro de 2 a 3 dias (BECKER et al.,
2010).

Morfologicamente, as larvas sdo divididas em trés segmentos tipicos: cabeca, torax e um
abdémen segmentado (8 segmentos). Em contraste com outros mosquitos, as larvas dos
anofelinos ndo tém sifdo respiratdrio e, por isso, posicionam-se paralelamente a superficie da
agua para respirar através de espiraculos localizados no oitavo segmento abdominal
(MULLEN; DURDEN, 2019). O seu ciclo de desenvolvimento compreende quatro estadios
larvais (L1, L, L3 e Ly). No final de cada estadio, as larvas fazem a muda (se libertam do seu
exoesqueleto) para permitir o crescimento adicional. Se alimentam através de filtragcdo de
particulas em suspensdo na agua (bactérias, protozoarios, materia organica, algas e outros
microrganismos) (GARROS et al., 2008). No geral, o periodo larvar tem a duracdo de 5a 7
dias (podendo variar de acordo com a temperatura e espécie) e o ultimo estagio (L4) se
diferencia, resultando na emergéncia da pupa (OTERO; SCHWEIGMANN; SOLARI, 2008).
Estas ndo se alimentam, utilizando a energia armazenada na fase larvaria. Além disso, sofrem
as ultimas transformacdes para dar origem ao mosquito adulto 2-3 dias depois (BRASIL,

2015). O estagio final da metamorfose é completado quando ocorre a emergéncia do mosquito
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adulto. Ap6s a emergéncia, 0s adultos estdo prontos para comecar seu ciclo de vida
novamente de acasalamento, alimentacdo e oviposicdo (Figura 2) (BECKER et al., 2010).

Figura 2 — Ciclo de vida dos anofelinos.
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Fonte: adaptado de http://vectorinfo.icmr.org.in/Mosquito/An_Icycle.aspx

2.1.2 Vetores da malaria na Africa

Globalmente, a Africa contém areas que apresentam as maiores taxas entomoldgica de
inoculacdo e niveis de prevaléncia de vetores, e, portanto, ha maior morbimortalidade por
malaria (SINKA et al., 2010a). As espécies vetoras consideradas dominantes sdo espécies
cripticas do complexo Anopheles gambiae e Anopheles funestus do subgrupo Funestus
(RIVERON et al., 2014; SINKA et al., 2012). Entre esses, 0s membros do complexo An.
gambiae (ou simplesmente An. gambiae sensu lato), pertencentes ao subgénero Cellia, sdo
considerados o0s principais vetores da maléaria na Africa (WHITE, 1974). Atualmente, o
complexo consiste em pelo menos oito espécies cripticas: Anopheles melas Theobald, 1903,
Anopheles merus Donitz, 1902, Anopheles bwambae White, 1985, Anopheles quadriannulatus
Theobald, 1911, Anopheles quadriannulatus espécie B Hunt, 1998, Anopheles gambiae sensu

stricto Giles, 1902, Anopheles arabiensis Patton, 1905, Anopheles amharicus Coetzee, Hunt
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& Wilkerson e Anopheles coluzzii Coetzee & Wilkerson (forma molecular M) (COETZEE et
al., 2013; FANELLO; SANTOLAMAZZA; DELA TORRE, 2002; HARBACH, 2004;
HUNT; COETZEE; FETTENE, 1998).

Dentre esses membros, An. gambiae s.s (ou simplesmente Anopheles gambiae) € a
espécie mais eficiente como vetor, seguido do Anopheles arabiensis (COETZEE, 2004;
KISZEWSKI et al., 2004; ORGANIZAQAO MUNDIAL DA SAUDE, 2003). As espécies An.
melas e An. merus, também sdo consideradas espécies vetoras dominantes, por serem
frequentemente encontradas em altas densidades. Apesar disso, sdo menos eficientes na
transmissdo da malaria do que An. gambiae ou An. arabiensis (BRYAN, 1983; CUAMBA,
MENDIS, 2009; HARBACH, 2004). Apenas An. quadriannulatus Theobald, 1911, uma
espécie com comportamento zoofilico, ndo esta envolvida no ciclo de transmissdo da malaria
(COLUZZI, 1984; WHITE, 1974).

Apesar de apresentarem morfologia idéntica, todas as espécies do complexo apresentam
diferencas bio-ecoldgicas e comportamentais que influenciam na dindmica da transmissdo da
malaria (COLUZZI et al., 1979; DELLA TORRE et al., 2002). Por exemplo, An. gambiae s.s,
principal vetor da malaria na Africa, apresenta um comportamento ecoldgico extremamente
diversificado. E uma espécie preferencialmente antropofilica, podendo se alimentar tanto no
interior como no exterior das habitacbes (COLUZZI et al., 2002). Além disso é encontrado
repousando em ambientes fechados ou abertos, apresentando marcada exofilia e endofilia.
Suas larvas sdo encontradas em ampla variedade de habitats, incluindo criadouros
permanentes e temporarios, com pouca ou nenhuma matéria organica, e até em aguas salinas.
Essa espécie predomina nas regides de floresta, mais Umidas, podendo ser encontradas
também em ambientes aridos (COETZEE et al.,, 2013; MUTURI et al., 2010). Em
comparacdo com An. gambiae, An. arabiensis € encontrado frequentemente em regiées mais
aridas e com ampla distribuicio geografica (RIBEIRO et al., 1980). E uma espécie oportunista
ou eclética, alimentando-se tanto de humanos como também de animais. Além disso, séo
consideradas endo-exofilicos e endofagicos, com atividade de picada essencialmente noturna
(COETZEE et al., 2013; COLUZZI et al., 2002; TIRADOS et al., 2006).

Os membros do complexo An. gambiae sdo amplamente distribuidos no continente
africano. Em Cabo Verde (Africa ocidental), An. arabiensis € o Ginico membro do complexo
An. gambiae registrado, e por varios anos tem sido considerado o Unico vetor da malaria no
pais, desde sua descoberta na ilha de Santiago em 1909. Estudos anteriores apontaram a
presenca desta espécie em todas as ilhas de Cabo Verde, exceto nas ilhas do Sal e Brava
(CAMBOURNAC; PETRARCA; COLUZZI, 1982; RIBEIRO et al., 1980). No entanto, em
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estudos mais recentes sobre a fauna de mosquitos em Cabo Verde, An. arabiensis foi
encontrada apenas na ilha de Santiago (ALVES et al., 2010) e posteriormente nas ilhas de
Santiago, Maio, Boa Vista e Sdo Vicente (LEAL et al., 2021) (Figura 3).

Figura 3 - Distribuicao de espécies de mosquitos em Cabo Verde.
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2.1.3 Vetores da malaria nas Américas

Nas Américas, diferentes vetores estdo associados a transmissdo da malaria. Anopheles
(Nyssorhynchus) é um dos subgéneros mais estudados devido a importancia de seus membros
como vetores da malaria, principalmente na Ameérica do Sul e Central (SILVA-DO-
NASCIMENTO et al., 2006). Este subgénero inclui seis principais vetores, alguns dos quais
sdo um complexo de espécies: An. albimanus Wiedmann, 1820, complexo An. albitarsis
Lynch-Arribalzaga, 1878, An. aquasalis Curry, 1932, An. darlingi Root, 1926, An.
braziliensis Chagas, 1907 e An. nuneztovari s.I Gabaldon (LOUNIBOS; CONN, 2000;
SINKA et al., 2010b). Os outros dois subgéneros, Kerteszia e Anopheles, contém vetores de

malaria de importancia local nas Américas, mas seu impacto geral é pequeno em relagdo as
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espécies de Nyssorhynchus: An. (Kerteszia) neivai, An. (Anopheles) pseudopunctipennis e An.
(Anopheles) punctimacula (LOUNIBOS; CONN, 2000; ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2017).

Entre os mosquitos do subgénero Nyssorhynchus, a espécie An. darlingi é considerada um
dos vetores mais importantes da malaria nas Américas. Esta espécie foi descrita pela primeira
vez em 1926 por Root (HIWAT; BRETAS, 2011). Apresenta ampla distribuicdo geogréfica,
na América do Sul e Central, que se estende do sul do México ao norte da Argentina e do
Leste dos Andes até a costa do Oceano Atlantico (FORATTINI, 1987; HIWAT; BRETAS,
2011; MORONI et al., 2010). An. darlingi é descrita como uma espécie silvestre, embora
também tenha sido observada em ambientes antropogénicos, com acentuada endofilia. Se
encontra principalmente em regides a menos de 500 metros acima do nivel do mar em areas
com alta umidade relativa, precipitacdo de mais de 1.000 mm e temperaturas variando entre
21 e 28 °C (MONTOYA-LERMA et al., 2011; VITTOR et al., 2006).

No Brasil, An. darlingi também é o principal vetor da malaria humana (MORONI et al.,
2010), principalmente na regido amazdnica (LOUNIBOS; CONN, 2000). Além de An.
darlingi, outras espécies pertencentes ao subgénero Nyssorhynchus também envolvidas no
sistema de transmissdo da malaria na Amazonia s&o An. braziliensis, An. nuneztovari s.l., An.
oswaldoi s.I., An. triannulatus s.I. e An. albitarsis s.I. (CARLOS et al., 2019). Na regido
Extra-amazonica, An. aquasalis e An. albitarsis (considerado um complexo de espécies
cripticas) apresentam maior relevancia epidemioldgica para a malaria.

O An. aquasalis € um vetor que se reproduz preferencialmente em colecbes de agua
parada e salobra, transitdrias ou semipermanentes, ensolaradas ou parcialmente sombreadas,
que ocorrem nas areas baixas litoraneas, principalmente no nordeste do pais (CONSOLI;
OLIVEIRA, 1994; MACARIO REBELO et al., 2007). Esta espécie apresenta comportamento
zoofilico e exofilico, com habito essencialmente crepuscular mas, na auséncia dos animais,
em alta densidade, se alimenta em humanos. Por causa disso, a espécie também apresenta
marcada antropofilia (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; FIGUEIREDO et al., 2017). Segundo
Consoli & Oliveira (1994), An. aquasalis é capaz de transmitir a malaria somente em locais e
ocasifes em que esta em elevada densidade, quando tem oportunidade de atacar o homem em
maior numero. Essa peculiaridade tem sido constatada em outros anofelinos que também
exibem pico maximo da atividade hematofagica, em humanos, no inicio da noite, como por
exemplo, mosquitos do complexo An. albitarsis.

O complexo An. albitarsis consiste em cinco espécies, An. albitarsis s.s., An.

deaneorum, An. janconnae, An. marajoara e An. albitarsis B (POVOA et al., 2006). Os
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membros deste complexo sdo amplamente distribuidos no Brasil. E mais comum nas éreas de
planicie e baixada, sendo também abundante nos planaltos, mas torna-se raro a medida que se
avanca para terrenos com forte declive ou para dentro das florestas. Apresentam
comportamentos zoofilico e exofilico (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

2.2 Epidemiologia da malaria no mundo

A maléria é uma doenca infecciosa, transmitida ao homem por meio de fémeas de
Anopheles spp. infectadas com o parasita do género Plasmodium spp. A doenca é considerada
um dos grandes problemas de saude publica em escala global, com ocorréncia nos trépicos e
subtropicos (Figura 4) (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2011).

Figura 4 — Mapa global da taxa de incidéncia de casos de maléaria (casos por 1.000 habitantes em risco) por pais
em 2018.
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Fonte: adaptado de OMS, (2019a).

Os agentes causadores da malaria humana incluem: o Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium malariae e Plasmodium ovale. Recentemente, uma quinta
espécie, Plasmodium knowlesi, também foi implicada como causadora da malaria humana
(MIGUEL-OTEO et al., 2017; MILLAR; COX-SINGH, 2015; ORGANIZACAO MUNDIAL
DA SAUDE, 2015). Globalmente, a malaria ocorre em 92 paises e 3,4 bilhdes de pessoas
correm o risco de serem infectadas e desenvolverem a doenga, e 1,1 bilh&o estédo em alto risco
(> 1 em 1000 chances de contrair malaria em um ano) (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2018a). De acordo com o relatério da Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
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estima-se que 228 milhdes de casos de malaria ocorreram em todo o mundo em 2018
(variacdo: 206 — 258 milhdes) em comparagcdo com 251 milhdes de casos em 2010 (variagéo:
231 — 278 milhdes) e 231 milhdes de casos em 2017 (variagdo: 211 — 259 milhGes)
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2019a). Dentre os fatores provaveis que tém
contribuido para esse cendrio, destacam-se: a mudanca ambiental ou fatores ecoldgicos,
situacdo socioecondmica, mobilidade humana, o desenvolvimento de resisténcia a inseticidas
em mosquitos vetores, auséncia de uma vacina antimalarica eficaz e a distribuicdo de
Plasmodium resistente a medicamentos (MUKHTAR; MUNYAKAZI; OUIFKI, 2020;
ORGANIZAQAO MUNDIAL DA SAUDE, 2011; TADEI et al., 1998).

A OMS divide o mundo em seis regides, para fins administrativos, de analises e de
relatorios anuais: regido africana, regido das Ameéricas, regido do Sudeste Asiatico, Regido
Europea, Regido do Mediterraneo Ocidental e Regido do Pacifico Ocidental (OMS, 2014). A
transmissdao da malaria ocorre em todas essas seis regifes. A Regido Africana é a que mais
registra casos da doenca, com 213 milhdes de casos (93%) em 2018, seguida pela Regido do
Sudeste Asiatico da OMS (3,4%) e pela Regido do Mediterraneo Oriental da OMS (2,1%).
Apesar das recentes conquistas na luta contra a malaria, que resultaram em reducdes
significativas nas taxas de incidéncia da doenga nos Gltimos anos, a malaria ainda é
considerada como uma das doengas mais mortais do mundo, causando aproximadamente
405.000 mortes a cada ano, principalmente em criangas menores de 5 anos de idade (67% dos
casos de morte) (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2019b). Além disso, a maléria
tornou-se uma ameaca para o desenvolvimento social e econdmico nas regides tropicais e
subtropicais, especialmente devido a diminuicdo da capacidade de trabalho das vitimas
afetadas (SILVA; SANTOS; MARTINS, 2014).

2.2.1 Epidemiologia da malaria no continente africano

Num contexto mundial, a Africa é o continente mais afetado pela malaria, devido a uma
combinacdo de fatores: presenca de vetores eficientes, alta prevaléncia das espécies mais
mortais do parasita, condi¢cdes climaticas locais geralmente permitem que a transmissdo
ocorra durante todo o ano, recursos escassos e instabilidade socioecondmica dificultaram
atividades eficientes de controle da malaria (CENTER FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2019). Os principais vetores da doenga, sdo espécies do complexo An.
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gambiae Giles s.I. (sensu lato) e a maioria dos casos sdo causados pelo protozoéario P.
falciparum (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2015).

Aproximadamente 85% dos casos de malaria em todo o mundo ocorrem em apenas 19
paises: India (localizada no sudeste asiatico) e 18 paises africanos (Figura 5). A maioria dos
casos foram registrados pela Nigéria (25%), seguida pela Republica Democrética do Congo
(12%), Uganda (5%) e Costa do Marfim (4%), Mocambique (4%) e Niger (4%). Dentre os
paises africanos, a Uganda foi o que registrou as maiores reducdes absolutas de casos, com
1,5 milhdes de casos a menos em 2018 do que em 2017, seguida por Zimbabue (0,6 milh&o de
casos) (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2018a, 2019a). Aumentos consideraveis
foram observados em Gana com 0,5 milhGes de casos a mais (aumento de 8%) e Nigéria
(aumento de 6%, 3,2 milhdes a mais de casos). As mudancas nos 14 paises restantes foram
geralmente pequenas, sugerindo uma carga semelhante de casos em 2017 e 2018
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2019a). De acordo com o relatério da OMS,
aproximadamente 90% de todas as mortes por maléria ocorrem na regidao africana da OMS
(principalmente na Africa subsaariana), e 78% das mortes ocorrem em criancas menores de 5
anos (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2014).

Figura 5 - Namero total de casos de malaria registrados no ano de 2018 no mundo.
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2.2.2 Epidemiologia da maléria em Cabo Verde

O arquipélago de Cabo Verde registra casos de maléaria ha mais de cinco séculos,
levantando a hipotese de que a doenca foi introduzida no pais ainda no século XV, com o
povoamento das ilhas em 1462 (CABO VERDE, 2009). Imigrantes provenientes do
continente africano e de paises europeus tais como Espanha, Itélia e Portugal estariam na
origem do surgimento dos casos da doenca, uma vez que Cabo Verde serviu como rota de
escravos e rotas comerciais (CABO VERDE, 2009; CAMBOURNAC; PETRARCA,;
COLUZZI, 1982). An. arabiensis é descrito como o vetor responsavel pela transmissdo da
malaria, acreditando-se que essa espécie seja 0 Unico membro do complexo gambiae
registrado no arquipélago desde 1982 (AREZ et al., 1999; CAMBOURNAC; PETRARCA;
COLUZZI, 1982; PINTO et al., 1999). Esse achado foi reforcado por da Cruz et al. (2019) e
Leal et al. (2021) que também identificaram apenas An. arabiensis em populacbes de
Anopheles coletadas na ilha de Santiago. Até meados do século XIX, os casos de maléaria
registrados em Cabo Verde eram causados por P. vivax, P. falciparum e P. malariae, e desde
1994, apenas P. falciparum tem sido descrito no pais (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2012b, 2015).

No passado, a malaria constituiu um importante problema de satde publica. Antes da
década de 1950, a transmissdo da maléria em Cabo Verde era considerada mesoendémica,
com taxas de incidéncia anual em torno de 100 por 1000 habitantes (RODRIGUEZ et al.,
2012). Apos essa data, duas epidemias importantes aconteceram ao longo dos anos, uma em
1978 (com 844 casos registrados e 13 mortes) e outra em 1988 (800 casos registrados e 12
mortes). Durante esse periodo, a transmissdo da maléria no arquipélago foi interrompida duas
vezes, confirmando que a eliminacdo da doenca é tecnicamente vidavel (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2012b; RODRIGUEZ et al., 2012).

Atualmente, o padrdo de ocorréncia da malaria em Cabo Verde é considerado irregular,
com transmisséo sazonal e esporadica, de baixa endemicidade, sendo bastante variavel de ano
para ano, com registro de menos de 100 casos por ano (CABO VERDE, 2009). Como trata-se
de uma éarea de transmissao baixa e instavel, a infeccdo por maléria € encontrada em todas as
faixas etarias (ALVES et al., 2006). Em 2013 e 2014, o pais registrou, por ano, 46 casos (em
2013, 22 autoctones e 24 importados; em 2014, 26 autoctones e 20 importados), com maior
incidéncia nos adultos (CABO VERDE, 2015). Apesar dos casos anuais permanecerem
abaixo de 100, em 2017 mais de 430 casos de maléria foram registrados (423 casos com

transmisséo autoctone - todos na ilha de Santiago e 13 casos importados), todos causados por
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P. falciparum (DEPINA et al., 2019), constituindo assim, um alerta para as autoridades de
salde, visto que, os casos ultrapassaram a média de casos que vinha sendo registrada nos
ultimos anos (Quadro 1). Por outro lado, nos anos seguintes (2018 e 2019), nao foram
registrados quaisquer casos autoctones da doenca (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2020). Além da ilha de Santiago, a ilha da Boa Vista também apresenta baixa
incidéncia para casos da maléria, no entanto, os casos sdo na sua grande maioria importados
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2015).

Quadro 1 — Numero de casos nimero de casos de malaria em Cabo Verde registrado por municipio em 2017.

Municipios Autéctones (n) Importados (n) Percentagem (%)
Praia 423 13 97,8
Séo Vicente 0 7 2,6
Santa Catarina 0 1 0,2
Porto Novo 0 1 0,2
Sal 0 1 0,2
Total 423 23 100

Fonte: adaptado de DePina et al. (2019).

2.2.3 Epidemiologia da malaria nas Américas

Na Regido das Américas, cerca de 138 milhdes de pessoas em 19 paises e areas estdo
em risco de contrairem a malaria, dos quais quase 80% sdo causados por P. vivax, seguido por
P. falciparum e co-infecgdo (20%) (Figura 6) (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2019a). Em 2018, aproximadamente 1 milhdo de casos de malaria e cerca de 600 mortes
foram estimados, demonstrando um aumento de 14% e 26%, respectivamente, em
comparacdo com 2010 (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2019a). Dentre os paises
considerados endémicos para a maldria nas Americas, trés deles, Brasil, Colémbia e
Venezuela, sdo protagonistas, sendo responsaveis pela maioria dos casos estimados
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2014). Oito dos 19 paises endémicos para a
malaria nas Américas tinham como objetivo alcancar uma reducdo de mais de 40% na
incidéncia de casos até 2020. Embora se tenha observado avancos na tentativa de reducédo da
doenga, nove paises (Brasil, Coldombia, Costa Rica, Equador, Guiana, México, Nicaragua,
Panama e Venezuela) apresentaram aumentos significativos na incidéncia em 2018 em
comparagio com 2015 (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016a, 2017, 2019a).
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Figura 6 - Porcentagem de espécies de Plasmodium responsaveis por casos autoctones nas Américas em 2010 e
2018.
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Fonte: Adaptado de OMS (2019a).

2.2.4 Epidemiologia da malaria no Brasil

Apesar de ndo haver registros detalhados, sabe-se que a malaria constitui um problema
nacional desde o comeco do século XIX provocando, aproximadamente, 10.000 mortes entre
0s anos 1907 e 1912 (CARLOS et al., 2019). Com a introducdo do mosquito africano An.
arabiensis no pais em 1930, cerca de 15.000 casos da malaria foram registrados e os casos de
morte aumentaram consideravelmente, chegando a 14.000 mortes em 1938. Dois anos mais
tarde, em 1940, apds a campanha que resultou na eliminacdo de An. arabiensis, mais de seis
milhdes de casos da doenca foram registrados (FERREIRA; CASTRO, 2016). Embora, com
reducdes significativas ao longo dos anos, apds esforcos dos programas de controle da
malaria, nos ultimos 30 anos, houve flutuagées no nimero de casos da malaria, com picos de
cerca de 600.000 casos em 1998-2000 e 2004-2006 (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010;
SILVA; OLIVEIRA, 2002). Entre 2007 e 2016, os casos de maléria no Brasil também
apresentaram reducdo, mas, apés quase 10 anos, a malaria apresentou expressivo acréscimo de
casos em 2017 (53% em relacdo a 2016). Em 2018, o pais registrou 194.513 casos notificados
de malaria, uma reducdo de 1% em relacdo ao ano anterior (BRASIL, 2019b).
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Nas Américas, atualmente o Brasil é o0 segundo pais que apresenta 0 maior nimero de
casos de maléria (23%), com predominancia de infeccdo por Plasmodium vivax (Figura 7)
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2019a).

Figura 7 — Proporgéo de casos estimados de malaria nas Américas em 2018.
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Fonte: adaptado de OMS (2019a).

O pais apresenta dois cenarios epidemioldgicos distintos e é dividido em duas regides de
acordo com sua endemicidade: Regido com alta endemicidade, observada na Regido
Amazonica legal (constituida pelos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato
Grosso, Para, Rondb6nia, Roraima e Tocantins), e a Regido N&o-Endémica com
hipoendemicidade ou sem endemicidade, na regido Extra-amazOnica (constituida pelos
demais estados do pais) (BRASIL, 2019a). A Regido Endémica é responsavel pela maioria
dos casos da malaria ocorridos no Brasil, cerca de 99%, e, atualmente, 0 Amazonas é o estado
que apresenta maior numero de casos da doenca. Por outro lado, o estado do Maranhdo
registrou o0 menor numero de casos notificados (BRASIL, 2010). A Regido Extra-amazonica,
composta pelos outros 17 estados e Distrito Federal, é responsavel por apenas 1% do total de
casos notificados no Brasil, que ocorrem geralmente em areas de Mata Atlantica (BRASIL,
2019a). Os estados da regido extra-amazdnica que mais registram casos autdctones de malaria
sdo: Espirito Santo, Minas Gerais, Séo Paulo, Rio de Janeiro, Bahia e Parana. A maioria dos
casos notificados nessa regido sdo casos importados de outros estados endémicos ou outros
paises, tanto das Américas quanto da Africa e Asia (BRASIL, 2020).
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Apesar de ser considerada area ndo endémica para a doenca, o estado da Paraiba
notificou, de 1994 a 2018, 175 casos de maléria, todos classificados como casos importados.
Nenhum ébito por malaria foi registrado, nesse periodo. Em 2019, a Secretaria de Saude do
municipio do Conde-PB notificou 21 casos autoctones e um caso importado da maléria, todos
associados a infeccdo por P. vivax (GOMES et al., 2020). O primeiro caso foi notificado em 3
de margo de 2019 e o ultimo, notificado em 22 de outubro de 2019. Entre esses 21 casos,
foram notificados trés como recidivas, incluindo o caso importado. Além disso, dois dos casos
foram registrados na mesma residéncia (Figura 8). A distribuicdo dos casos por género foi
praticamente a mesma, com 11 casos em homens e 10 casos em mulheres. A idade dos
pacientes variou de 14 a 64 anos, com media de 43,2 anos (GOMES et al., 2020).

Figura 8 - Localizagéo dos casos da maléria no municipio do Conde-PB, durante o surto detectado em 2019.
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Fonte: adaptado de Gomes et al. (2020).

Legenda: O mapa destaca os pontos em diferentes bairros do municipio do Conde onde ocorreram os casos da
maléria: A, Capadocia; B, Carapibus; C, Conjunto Rio do Ouro; D, Vila de Jacumd; E, Baradna; F, Gurugi. Os
circulos coloridos referem-se a distribuicdo dos casos de malaria por geolocalizacdo: circulo verde - indica a
ocorréncia de um caso por residéncia; circulo amarelo — ocorréncia de um caso importado da Venezuela, com
recidiva ap6s o tratamento; circulos laranja - trés casos que apresentaram recidiva apés o tratamento; circulos
vermelhos — indica indica a ocorréncia de dois casos por residéncia.
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De acordo com inquéritos entomoldgicos, que geraram a carta anofélica do estado, 11
espécies de mosquitos Anopheles estdo em circulagdo: An. braziliensis, An. noroestensis, An.
triannulatus s.I, An. kompi, An. intermedius, An. minor, An. peryassui, An. aquasalis, An.
albitarsis, An. bellator e An. argyritarsis (CARLOS et al., 2019). Essas ultimas quatro
espécies sdo consideradas vetores em alguns municipios do estado, no entanto ndo se sabe

qual vetor é responsavel pelos casos atuais da maléria na regido.

2.3 Controle da maléria

O sucesso dos programas de controle da maléria depende da analise de varios fatores.
Um dos pré-requisitos criticos no desenvolvimento de estratégias de controle é a
caracterizacdo detalhada da epidemiologia da malaria em todos os paises com transmissdo
continua da doenga. Além disso, se faz necessario o desenvolvimento de vacinas, como
abordagem para prevenir e combater a malaria. Apesar de ja haver vacinas em fase de testes,
atualmente, nenhuma vacina tem demonstrado eficacia suficiente para ser usada nos
programas de controle da doenca (GRAVES; GELBAND, 2000; ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2008; VAN DEN BERG et al., 2019). Sendo assim, o controle
vetorial continua sendo a medida mais eficaz para impedir a transmissdao do parasita da
malaria. O conhecimento sobre a distribuicdo do vetor, as caracteristicas genéticas de suas
populacdes bem como o conhecimento basico da biologia e ecologia sdo essenciais para o
desenvolvimento de estratégias inovadoras de Manejo Integrado de Vetores' (MIV)
(MAKHAWI et al., 2013; NDO et al., 2010).

Antes da década de 1940, o controle vetorial nos paises endémicos era direcionado
unicamente para formas jovens (larvas) dos anofelinos. Com a descoberta das propriedades
inseticidas do DDT (diclorodifeniltricloroetano), o método primario de controle de vetores
tornou-se a pulverizacgéo de inseticida residual interna (IRS), direcionada a mosquitos adultos
(WALKER; LYNCH, 2007). Segundo Raghavendra et al. (2011), o controle de mosquitos
adultos é a faceta mais importante do controle vetorial. E frequentemente realizado por

aplicagdo de inseticidas quimicos contra a fase adulta dos mosquitos. Outros métodos

lo manejo integrado de vetores (MIV) é um processo racional de tomada de decisdo para otimizar o uso
de recursos para controle de vetores. O objetivo é contribuir para o alcance das metas globais estabelecidas para
o controle de doencas transmitidas por vetores, tornando o controle mais eficiente, econémico, ecologicamente
correto e sustentavel (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2012d).
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disponiveis de controle vetorial incluem o controle biolégico, gestdo ambiental, controle
mecanico e genético (GARI; LINDTJZRN, 2018; WERMELINGER; FERREIRA, 2013).
Além dessas, novas abordagens também tém sido testadas com o surgimento de novas
tecnologias (CARRASCO-ESCOBAR et al., 2019; HARDY et al., 2017). Com todos esses
métodos disponiveis, o MIV, que utiliza de forma racional, integrada e sinérgica os diferentes
métodos de controle, apresenta-se como a melhor estratégia de controle de vetores
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2012d). No entanto, o controle quimico, através

do uso de LLINs e IRS ainda é o principal método de controle adotado nas regides endémicas.

2.3.1 Controle quimico

O uso de produtos quimicos para controlar insetos, principlamente compostos
inorganicos como mercdrio e arsénico, remonta ao periodo classico na Grécia e Roma. Do
século XVIII ao século XIX, o extrato vegetal pyrethrum e outros compostos foram
descobertos como agentes inseticidas (RAGHAVENDRA et al., 2011). O primeiro registro de
uso de um inseticida organico sintético (o dinitro-o-cresol) ocorreu em 1892 e a partir do
inicio do século XX (1920), o controle quimico a base de inseticidas (larvicidas e adulticidas)
tem sido a principal ferramenta de controle utilizada na maioria dos programas de controle de
vetores em todo 0 mundo (BECKER et al., 2010). Dos inseticidas organicos sintéticos, o DDT
(1950) foi o primeiro usado com sucesso em programas de controle de vetores
(RAGHAVENDRA et al., 2011).

Atualmente, a implementacio de redes mosquiteiras tratadas com inseticida (ITNs),
principalmente redes tratadas com inseticidas de longa duracdo (LLINs®), e pulverizacdo
residual interna (IRS*) sdo duas intervencdes essenciais contra uma ampla gama de mosquitos
vetores, e sdo consideradas os pilares atuais nos programas de controle do vetor da malaria,
devido a sua alta efetividade, baixa toxicidade em mamiferos e custo relativamente baixo
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2019b; RANSON et al., 2011). Segundo a

2Um ITNs é uma rede, tratada com inseticida residual seguro, projetada para bloquear os mosquitos fisicamente,
com o objetivo de matar e repelir os mosquitos transmissores da malaria (NG’ ANG’A; ADUOGO; MUTERO,
2021).

¥ Um LLINs é um ITN projetado para permanecer eficaz por Vérios anos sem reposicdo de inseticidas (NG’
ANG’A; ADUOGO; MUTERO, 2021).

* O IRSé o processo de pulverizacdo do interior das habitages com inseticidas, matando os
mosquitos transmissores do patdégeno causador da malaria. Uma solucdo diluida de inseticida é pulverizada nas
paredes internas de moradias com paredes feitas de materiais porosos, como barro ou madeira para ter efeito
residual prolongado (NG’ ANG’A; ADUOGO; MUTERO, 2021).
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OMS, (2018b), reducdes significativas na morbimortalidade da malaria desde 2000 se devem
principalmente & ampla implementac&o dessas intervencgoes.

Atualmente, quatro classes de inseticidas sintéticos tém sido recomendadas pela OMS
para uso em programas de controle de mosquitos vetores, em LLINs e IRS. Esses inseticidas
sdo classificados de acordo com a sua natureza quimica e modo de acdo: Os organofosforados
(OPs), carbamatos (CMs), organoclorados (OCs) e os piretréides (PYRs) (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2016b). Entre estes, os PYRs estdo entre os inseticidas mais
utilizados, e representam mais de um terco dos inseticidas atualmente comercializados no
mundo. Além disso, atualmente sdo o0s Unicos inseticidas disponiveis para uso em
mosquiteiros e as outras classes de inseticidas sdo aplicadas para IRS (AIZOUN et al., 2013;
MARTIN-REINA et al., 2017). De uma forma geral, os inseticidas quimicos das quatro
classes citadas acima sdo neurotdxicos e agem em moléculas do sistema nervoso central do
organismo alvo (Figura 9) (MARTIN-REINA et al., 2017). Os OC e os CMs funcionam
inibindo a acdo da enzima acetilcolinesterase (AChE), responsavel pela catalise do
neurotransmissor acetilcolina em colina. Diz-se que a enzima é carbamilada (acdo dos
carbamatos) ou fosforilada (acdo dos organofosforados), quando ela se liga de forma
reversivel® ou irreversivelmente & fracdo fosforosa do inseticida. Essa inibicdo da
acetilcolinesterase resulta no acumulo de acetilcolina (ACh) nas juncfes nervosas causando
estimulos exacerbados nos musculos voluntarios e, finalmente, paralisia seguido de morte
(DAS, 2013). Os organoclorados, com excecdo dos ciclodienos®, e os piretréides atuam no
sistema nervoso, ligando-se a proteina do canal de s6dio da membrana nervosa. Eles impedem
que os canais de sodio se fechem, provocando um fluxo anormal de fons Na™ na membrana
do neurébnio, resultando em transmissdo continua de impulsos nervosos e, eventualmente,
paralisia e morte do vetor (BROWN, 2006; MARTIN-REINA et al., 2017).

Segundo a OMS (2012c), todas as quatro classes podem ser usadas para o IRS, mas
atualmente apenas piretroides sdo recomendados para serem usados em LLINs. Com as
formulacBes e precos disponiveis, os piretroides tém melhor desempenho do que outras

classes de inseticidas em termos de seguranca, durabilidade, eficacia e custo.

> Inibic&o da AChE pelos carbamatos é reversivel (BRAGA; VALLE, 2007).

gama-aminobutirico (GABA) (BROWN, 2006).
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Figura 9 - Esquema representando o sitio de acdo das quatro classes de inseticidas quimicos.
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Fonte: David et al. (2013).

Legenda: Sitios bioquimicos alvo de inseticidas sintéticos. Piretrides e DDT exercem seu efeito toxico
blogueando os canais de sédio dependentes de voltagem, o que geralmente produz um rapido efeito knock-down
(kdr). Os inseticidas organofosforados e carbamatos inibem a acetilcolinesterase (AChE), que desempenha um
papel importante na terminagéo dos impulsos nervosos. Sensibilidade reduzida da AChE como resultado de uma
mutacdo genética (MACE) causa resisténcia a inseticidas das classes de organofosforados e carbamatos. Ach,
acetilcolina; AchT, transportador de Ach; ChT, transportador de colina; AcOH, &cido acético; MACE,
acetilcolinesterase modificada; Kdr, knock-down resistance; Canal Vg-Na+, canal de sodio dependente de
voltagem.

2.3.1.1 Organoclorados

Os OCs séo uma classe estruturalmente heterogénea de compostos organicos compostos
principalmente de carbono, hidrogénio e varios atomos de cloro por molécula (Figura 10)
(MREMA et al., 2013). O DDT, um dos principais inseticidas pertencentes a essa classe, foi 0
mais comumente utilizado, a partir de 1950, por varias décadas na agricultura e na saude
publica, mas desde 1970 seu uso vem sendo banido da maioria dos paises. Apesar disso, ainda
sdo usados em alguns paises tropicais para controlar vetores da malaria por meio de
pulverizagdo residual interna (BOUWMAN; VAN DEN BERG; KYLIN, 2011). Os
organoclorados sdo considerados poluentes organicos persistentes. Uma vez liberados no
ambiente, decompdem-se muito lentamente no ar, na 4gua, no solo e nos organismos Vivos,
constituindo uma séria ameaca para a saude publica e ao meio ambiente (MREMA et al.,

2013). Por esse motivo, inseticidas como organofosforados, piretroides e carbamatos



47

tornaram-se alternativas aos OCs porque ndo apresentam uma persisténcia exacerbada no
ambiente e nas cadeias alimentares (MARTIN-REINA et al., 2017).

Figura 10 — Estrutura molecular do Dicloro-difenil-tricloroetano (DDT).
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Fonte: Adaptado de Walter & Crinnion (2000).

2.3.1.2 Organofosforados

Os OPs sdo uma grande classe de produtos quimicos sintéticos que incluem na sua
constituicdo, essencialmente, acido fosforico com combinagdes variadas de oxigénio, carbono,
enxofre ou nitrogénio (Figura 11). Depois dos PYR, os OPs sdo os inseticidas mais usados no
mundo, devido a sua estrutura quimica, que proporciona rapida hidrolise, pouca acumulacéo a
longo prazo no ambiente e nos tecidos, comparados aos Ocs e CMs (BALALI-MOOQOD;
ABDOLLAHI, 2014). Dado a sua instabilidade quimica, é obrigatdrio a renovacdo periddica
da aplicacdo dos OPs. Além disso, sdo mais toxicos para os vertebrados que 0s
organoclorados, mesmo em doses relativamente baixas (BRAGA; VALLE, 2007). Estes
compostos sao classificados com base em cadeias laterais e outros elementos ligados ao atomo
de fésforo (GUPTA, 2006). Entre os varios inseticidas pertencentes a essa classe, o temephos
é 0 unico composto larvicida recomendado pela OMS para uso em agua potavel (BRAGA,;
VALLE, 2007).
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Figura 11 — Estrutura molecular do Temephos.
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Fonte: adaptado de Montella et al. (2012)

2.3.1.3 Carbamatos

Os CMs sdo compostos quimicos formados a partir de &cido carbbnico e amida,
amplamente utilizados como inseticidas (LACARIN; REED, 1999). Entre os mais utilizados
desta classe, esta o propoxur (nome comercial - Baygon) (Figura 12) (BECKER et al., 2010;
BRAGA; VALLE, 2007). Assim como os organofosforados, os carbamatos tém acédo letal
rapida sobre o0s insetos, apesar de um curto poder residual (dois a trés meses de duracdo). Séo
mais toxicos para mamiferos em comparagdo com os organofosforados e apresentam um custo
relativamente alto. Geralmente sdo usados em compostos adulticidas (LACARIN; REED,
1999). Atualmente, embora tenham sido realizadas pesquisas com redes tratadas com
carbamato, 0 WHOPES (Who Pesticide Evaluation Sheme) aprovou apenas o uso de dois
inseticidas da classe dos carbamatos para redes tratadas com inseticida no controle da
malaria, o bendiocarb e propoxur. Os carbamatos utilizados em redes tratadas com inseticida,
geralmente combinados com piretrdides, protegem efetivamente a populacdo suscetivel,

demonstrando ser importantes no controle dos vetores da maléria (SWALE et al., 2013).

Figura 12 — Estrutura molecular do Propoxur
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Fonte: adaptado de Becker et al. (2010).
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2.3.1.4 Piretréides

Os piretroides sdo analogos sintéticos dos ésteres naturais do &cido crisantémico
(piretrinas 1) e do &cido pirétrico (piretrinas 1I), originalmente encontrados nas flores de
Chrysanthemum cinerafolis (DAVIES et al., 2007). Uma ampla gama de piretrdides sintéticos
é comumente utilizada no controle de insetos de importancia médica e agricola (DAVIES et
al., 2007). Dentre os piretréides usados para controle de vetores a nivel global, a permetrina é
0 composto mais utilizado, seguido de alfa-cipermetrina, cipermetrina, deltametrina e lambda-
cialotrina (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2009). A deltametrina e a
cipermetrina (Figura 13) sdo frequentemente usadas nos programas de controle de vetores da
maléria (BECKER et al., 2010; KAWADA et al., 2011a). Estes compostos apresentam uma
relativa baixa toxicidade em mamiferos e possuem alta atividade contra insetos. Além disso,
apresentam efeito residual curto (LACARIN; REED, 1999). Atualmente, os piretroides s&o 0s
inseticidas predominantes no controle de vetores e sdo utilizados frequentemente em LLINS,
para a prevencdo prolongada de picadas de mosquito em areas endémicas da maléria, IRS para
controle de mosquitos adultos e sprays de ultra-baixo volume (ULV - Ultra Low Volume)

para controle de emergéncia de vetores da dengue (KAWADA et al., 2011a).

Figura 13 — Estrutura molecular da deltametrina (A) e cipermetrina (B).

A B
C' L 1 <q
N 0 0
Cl Br R 0
N
N\ N \\N

Fonte: adaptado de Montella et al. (2012).

2.4 Situacao do controle da malaria em Cabo Verde

Na regido africana, Cabo Verde estava entre os paises que tinham como objetivo
eliminar a maléria até o final de 2020. O pais entrou na fase de pré-eliminagdo desde 2010
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2012a), e desde 2014 se encontrava na fase de
consolidacdo da pré-eliminacdo da malaria. Esta situacdo foi resultado de um forte

compromisso politico e de um grande esfor¢o de varios profissionais de saude e parceiros
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nacionais e internacionais. Os casos diminuiram progressivamente nas Ultimas trés décadas e,
nos ultimos trés anos (2018-2020), Cabo Verde registrou zero casos autoctones tornando-se
elegivel para se candidatar & certificacio da OMS’ para eliminagdo da malaria
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2021).

O pais vem desenvolvendo esforgos com vista a atingir a meta de eliminagdo

estabelecida, nomeadamente atraves da elaboracdo e implementacdo de Planos Estratégicos
Nacionais quinquenais, tendo obtido, em 2011, um financiamento junto ao Fundo Global para
acelerar a luta contra a malaria (CABO VERDE, 2015). As abordagens que vém sendo usadas
para eliminar a doenca no pais, principalmente na ilha de Santiago, onde historicamente a
maioria dos casos da doenca é registrado, incluem a detec¢do ativa de casos, o tratamento com
antimalaricos e o controle do mosquito vetor, An. arabiensis (SNOW et al., 2012). Todos 0s
casos suspeitos de malaria sdo confirmados por Testes de Diagnostico Répido (TDR)
(realizado a partir de 2008) e/ou microscopia. Os testes rapidos permitem um diagndstico
imediato e, caso o resultado seja positivo, o exame da lamina é feito para confirmacdo. Desde
2013, para todos os casos de malaria diagnosticados (simples e graves), 0s pacientes sao
sistematicamente hospitalizados para o tratamento completo (CABO VERDE, 2015). Por
varias décadas, a cloroquina foi a principal droga usada no tratamento da malaria por P.
falciparum (ALVES et al., 2006). Em 2008, o pais adotou o uso dos antimal&ricos artemeter-
lumefantrina para tratamento e mefloquina como profilaxia para viajantes (SNOW et al.,
2012). Posteriormente em 2017, houve a introducdo de primaquina injetavel (DEPINA et al.,
2018a).

O controle do vetor tem sido feito através do uso do larvicida temephos e de IRS (com
deltametrina — inseticida da classe dos piretrdides) para controle dos mosquitos adultos
(SNOW et al., 2012). Para além destes, o gasoleo adulterado e peixes Gambusia affinis séo
também usados no controle vetorial, em criadouros de larvas (CABO VERDE, 2012). O IRS é
considerado uma das principais ferramentas de controle da malaria a nivel global. Em Cabo
Verde, o uso de IRS & base de piretréides foi adotado a partir de 1998 (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2012a). Mais recentemente, apds o Gltimo surto que ocorreu em
2017, o Ministério da Saude de Cabo Verde também adotou o uso de LLINS para conter a
maléria no pais (DA CRUZ et al., 2019).

" A certificacdo de eliminacéo da maléria é o reconhecimento oficial pela OMS do status de um pais livre da

malaria.
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2.5 Situacao do controle da maléria no Brasil

A luta contra a malaria no Brasil tem perdurado por mais de um século, passando por
diferentes planos de acdes e estratégias de combate (BRASIL, 2006). A primeira campanha
contra a malaria no pais, aconteceu em 1905, durante a construgdo do porto de Santos, em Sao
Paulo, resultando na diminuigdo drastica da doenca apOs a intervencdo. As estratégias
adotadas nessa campanha foram direcionadas tanto para as formas jovens (eliminacdo de
criadouros de larvas) como também para a forma adulta do mosquito vetor (através da
borrifacdo interna das casas com piretrdides). Evidéncias apontam que Anopheles cruzi era o
transmissor naquela ocasido (BENCHIMOL,; DA SILVA, 2008; GRIFFING et al., 2015).

Em 1930, An. arabiensis (na época denominada de An. gambiae), proveniente do
continente africano através de embarcacdes, se difundiu pelo Nordeste e provocou uma grave
epidemia de maléria em 1938. Um ano mais tarde, o Departamento Nacional de Saude (DNS)
e a Fundacdo Rockefeller desenvolveram um programa de controle que eliminou o Anopheles
gambiae do territorio brasileiro em menos de dois anos (BRASIL, 2006; MONTADA
DORTA; VASUKI; RAJAVEL, 1993). Este episdédio é considerado uma das mais
importantes e bem-sucedidas campanhas de controle de vetores no Brasil (OLIVEIRA-
FERREIRA et al., 2010).

A partir da década de 40, o Ministério da Salde adotou novas estratégias nos programas
de erradicacdo, seguindo as diretrizes preconizadas pela OMS. O uso de inseticidas quimicos
de sintese, passou a ser a principal arma nos programas de controle quando se comegou a usar
o DDT para a pulverizacao interna das casas (aplicado principalmente na regido do Nordeste).
Além disso, passou-se a utilizar o antimaléarico cloroquina (“sal cloroquinado™) para 0
tratamento dos casos humanos na regido amazodnica (TAUIL et al.,, 1985). Embora a
campanha de erradicacdo tenha conseguido eliminar a maléria de extensas areas do territorio
brasileiro (regides Nordeste, Sudeste, Centro-Oeste e Sul) nos finais de 1960/inicio de 1970,
ela foi incapaz de conter a rapida disseminacdo da doenca na Regido Amazonica. Importante
ressaltar que, além da presenca do Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi, havia em todas as
regides citadas, uma predominancia muito maior de outras espécies transmissoras de maléria,
tais como Anopheles (Nyssorhynchus) albitarsis, Anopheles (Nyssorhynchus) aquasalis,
Anopheles (Kertezia) cruzii e Anopheles (Kertezia) bellator (LOIOLA; MANGABEIRA DA
SILVA; TAUIL, 2002).

Em 1999, apds a suspensdo do programa de erradicacdo da maléria (e consequente

proibicdo da pulverizacdo interna com DDT, por causa de seus riscos ecotoxicoldgicos), as
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acOes para reduzir a malaria no Brasil foram conduzidas através do Plano de Intensificagdo do
Controle da Maléaria na Amazonia Legal (PIACM) (BAIA-DA-SILVA et al., 2019). No
entanto, apesar dos avancos, varios problemas permaneceram sem resolucéo e a incidéncia de
malaria permaneceu alta. Por causa disso, em 2003, o PIACM também foi substituido pelo
Plano Nacional de Controle da Malaria (PNCM) (BRASIL, 2009). Este visava reduzir a
morbimortalidade e gravidade da maléria, além de interromper a transmissdo sempre que
possivel (BAIA-DA-SILVA et al., 2019).

Atualmente, as acbes de controle da malaria no Brasil, de forma geral, consistem na
adocdo do diagndstico precoce, através de testes de diagndstico de rotina: microscopia® e TDR
(KUDYBA et al., 2019) e no tratamento imediato dos casos da doenca, como pratica geral do
controle. Também tem sido baseado na escolha seletiva de estratégias e métodos especificos
de controle vetorial, ajustados as caracteristicas particulares de transmissao existentes em cada
localidade do territdrio nacional (BRASIL, 2006). As medidas de controle vetorial envolvem
tanto o controle larvar como o controle de adultos, e varias sdo as estratégias empregadas: uso
de IRS (atualmente vérias classes de inseticidas tém sido utilizadas, com énfase especial em
piretroides, etofenprox e lambdacyalotrina) e LLINs para controle de adultos, e manejo da
fonte larvar (BAIA-DA-SILVA et al., 2019).

Devido ao surto recente da malaria no municipio do Conde — PB, regido extra -
amazobnica, a Secretaria Municipal da Salde local adotou uma estratégia de controle
emergencial na tentativa de conter os casos da doenca. As medidas de controle se basearam no
diagnostico imediato e tratamento oportuno dos casos (com uma combinac¢do de cloroquina e
primaquina, por 3 e 7 dias, respectivamente), aplicacdo de medidas anti-vetoriais seletivas,
pronta deteccdo de epidemias para conté-las e reavaliacdo periddica da situacdo
epidemioldgica da malaria (PARAIBA, 2020). Além disso, o controle dos mosquitos adultos,
tem sido feito através da aplicacdo intradomiciliar, por toda a regido, do inseticida etofenprox
(P.M°. a 20%) e pulverizacéo espacial com o inseticida Malathion (C.E™. a 44%). O uso de
inseticidas quimicos € realizado de forma emergencial e irregular, apenas em situacdes de

surtos de doencas vetoriais que ocorrem na regido (PARAIBA, 2020).

® Atualmente, o método primario utilizado para o diagnéstico da maléria é a microscopia do esfregaco sanguineo.
%P6 Molhével
10 Concentrado Emulsionavel
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2.6 Resisténcia aos inseticidas

Atualmente, varias ferramentas tém sido implementadas nos programas de controle da
maldria. Entre elas, como referido anteriormente, a pulverizacdo residual interna de inseticidas
(IRS) e o0 uso de redes impregnadas com inseticidas de longa duracdo (LLINS) séo as
principais utilizadas nos programas de controle. No entanto, o principal problema com essas
ferramentas é o desenvolvimento de resisténcia aos inseticidas, resultante do uso desses
compostos, em varias populacfes de Anopheles, principalmente mosquitos do complexo An.
gambiae (AIKPON et al., 2014). Segundo o relatério global da OMS sobre resisténcia a
inseticidas em vetores de malaria entre 2010 e 2016, a resisténcia as quatro classes de
inseticidas comumente usadas (piretroides, organoclorados, carbamatos e organofosfatos) €
amplamente difundida em todos os principais vetores de malaria nas regibes da OMS da
Africa, Américas, Sudeste Asiatico, Mediterrineo Oriental e Pacifico Ocidental
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2018b). A distribuicdo e a intensidade desta
resisténcia tém aumentado dramaticamente nos altimos anos (RANSON; LISSENDEN,
2016), e tem sido mais frequentemente registrada no continente africano, ameagando assim a
sustentabilidade de uso de LLINs (Figura 14) (RIVERON et al., 2018). Desde 2010, um total
de 68 paises relatou resisténcia a pelo menos uma classe de inseticida, com 57 desses paises
registrando resisténcia a duas ou mais classes. Apesar disso, muitos paises ndo realizam
monitoramento de rotina adequado para resisténcia aos inseticidas em vetores locais e 0s
dados de monitoramento geralmente ndo sdo relatados em tempo habil (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2018b).
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Figura 14 — Distribuicdo global do fenotipo de resisténcia aos inseticidas quimicos em populagdes de Anopheles
no periodo de 2005 a 2020.
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Fonte: http://anopheles.irmapper.com/. Acessado em 06/02/2020.
Legenda: bolas vermelhas — resisténcia aos inseticidas confirmada; bolas amarelas - possivel; bolas verdes -
populacdo susceptivel aos inseticidas.

De acordo com a OMS, o termo resisténcia se refere a capacidade de sobrevivéncia dos
insetos expostos & uma dose padrdo de um determinado inseticida, anteriormente ndo tolerada
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016b). Os insetos sobrevivem a essa exposi¢ao
através de mecanismos que reduzem a suscetibilidade do inseto aos efeitos letais de
compostos quimicos. Diferentes mecanismos de resisténcia foram caracterizados até o
momento e podem ser agrupados em quatro categorias: a resisténcia metabdlica, a
insensibilidade do sitio-alvo, a penetracdo reduzida e resisténcia comportamental
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2012c). A insensibilidade do sitio-alvo, causada
pela alteracdo do alvo molecular do inseticida, e a resisténcia metabdlica, na qual os
mosquitos detoxificam ou eliminam mais rapidamente os inseticidas, S0 0s mecanismos mais
amplamente estudados, e s@o as principais causas de resisténcia em populagdes de Anopheles
(HEMINGWAY; RANSON, 2000; REID; MCKENZIE, 2016). A insensibilidade do sitio-
alvo pode ser facilmente monitorada por PCR quando se trata de muta¢Ges conhecidas,
enquanto a resisténcia metabolica ndo e facilmente rastreada devido a sua base molecular
complexa, apesar de seu maior impacto operacional no controle da malaria (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2012c).


http://anopheles.irmapper.com/
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2.6.1 Mecanismos de insensibilidade do sitio-alvo

A insensibilidade do sitio-alvo é caracterizada por alteragdes genéticas (mutagdes
pontuais) em moléculas-alvo, tais como a acetilcolinesterase (ace-1), alvo molecular dos
organofosforados e carbamatos, e o gene que codifica o receptor do canal de sodio dependente
de voltagem (VGSC - voltage gate sodium channel ou Na,), alvo dos piretroides e
organoclorados (ex: DDT) (IBRAHIM et al., 2014). A mutagdo pontual ace-1 G119S (ace-
1R) é caracterizada por uma substituicdo do aminoacido glicina (GGC) por serina (AGC) na
posicdo 119 do exon 3 da sequéncia codante do gene ace-1 (ATZOUN et al., 2013) (Figura
15). Segundo Weill et al. (2004), esta mutacdo pontual é a Unica associada a resisténcia aos

organofosforados e carbamatos em populaces de Anopheles descrita até 0 momento.

Figura 15 — Estrutura cristalografica de ace-1 de An. gambiae.
0

Asn140

{/
Fonte: adaptado de Djogbénou et al. (2008).
Legenda: destaque em laranja representa a posi¢do 119 envolvida na resisténcia a inseticidas.

No caso da resisténcia ao DDT e piretrdides, as mutagdes, frequentemente encontradas
em populacdes africanas de Anopheles, ocorrem no sexto segmento transmembranar do
dominio Il do gene Na, conferindo 0 que é descrito como resisténcia “knock-down”
(mutagdes do tipo kdr) (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016b). Essas mutagdes
ocorrem na posi¢do 1014 da proteina codificada pelo gene Na, e consistem em mutacoes
nucleotidicas que ocasionam a substituicdo de uma leucina (TTA) por uma fenilalanina (TTT)
(L1014F-kdr) ou serina (TCA) (L1014S-kdr) (AWOLOLA et al., 2007) (Figura 16).
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Figura 16 - Representagdo esquematica do canal de sodio.
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Fonte: adaptado de Martins & Valle (2012).

Legenda: a figura representa o canal de sodio e seus quatros dominios homélogos (I-1V), cada um composto por
seis segmentos hidrofébicos (S1-S6). Destaque para as duas mutacdes pontuais que ocorrem no sexto segmento
transmembranar do dominio 11 do canal de sédio.

A mutacdo L1014F-kdr é encontrada predominantemente na Africa Ocidental e a
mutacdo L1014S-kdr na Africa Oriental, sendo designadas “kdr-west” e “kdr-east”,
respectivamente (HAKIZIMANA et al., 2016; IBRAHIM et al., 2014; MARTINEZ-TORRES
et al., 1998; RANSON et al., 2000). Além dessas mutacGes, recentemente uma nova mutacao
que ocorre entre os dois dominios I11-1V do VGSC foi descrita em An. gambiae e An. coluzzii.
A mutacdo consiste na substituicdo de uma asparagina por uma tirosina na posicdo 1575 da
proteina codificada (N1575Y). Evidéncias apontam que essa mutacdo pode potencializar o
efeito da mutacio L1014F (DJEGBE et al., 2014; EDI et al., 2017; JONES et al., 2012;
LYND et al., 2018; YAHOUEDO et al., 2016).

Nas Ameéricas, estudos de deteccdo molecular de alelos que conferem resisténcia a
inseticidas em Anopheles sdo escassos, por outro lado, o fendtipo de resisténcia € amplamente
estudado, principalmente em populacGes de Anopheles darlingi, principal vetor da malaria
nessa regido (GALARDO et al., 2015; RIVERON et al., 2018). Segundo Silva et al. (2015) ha
fortes evidéncias de que An. darlingi pode ser resistente a deltametrina, devido a baixa
mortalidade em bioensaios. No entanto, estudos de resisténcia molecular de An. darlingi na

América do Sul foram negligenciados e ainda ha muito a ser feito.



57

2.6.2 Mecanismos de resisténcia metabdlica

A resisténcia metabdlica é caracterizada pela capacidade aumentada de eliminacdo dos
inseticidas ou xenobidticos através de enzimas especificas que metabolizam ou sequestram
esses compostos, antes de atingirem o local de acdo desejado e apresentarem efeitos toxicos
nos mosquitos (ALEMAYEHU et al., 2017). Essa resisténcia geralmente € resultado da super
expressdao de genes que codificam enzimas capazes de detoxificar inseticidas ou por
substituicdes de aminoacidos nessas enzimas, que alteram a afinidade da enzima pelo
inseticida aumentando a sua capacidade de metabolizar as moléculas de inseticidas. O
aumento da expressao dos genes que codificam estas enzimas é a causa mais comum de
resisténcia aos inseticidas nos mosquitos (HEMINGWAY'; RANSON, 2000).

Trés principais superfamilias de enzimas metabolizadoras estdo envolvidas no processo
de detoxificacdo de inseticidas: monooxigenases dependentes de citocromo P450 (P450s) ou
monooxigenases de fungdo mista (MFOs), Esterases (ESTs) e as Glutationa S-transferases
(GSTs) (RANSON et al., 2002). As GSTs sdo as mais conservadas entre as trés superfamilias
e as mais frequentemente implicadas na resisténcia a inseticidas em populacdes de Anopheles
(WILDING et al., 2009). Apesar disso, de forma geral, as MFOs constituem a principal
familia de enzimas associadas a resisténcia & maioria dos inseticidas (DAVID et al., 2013). As
esterases estdo frequentemente envolvidas com a resisténcia aos organofosforados,
carbamatos e, em menor grau, aos piretroides (HEMINGWAY; RANSON, 2000).

O processo de detoxificacdo por essas enzimas acontece em trés fases distintas,
ocorrendo de maneira totalmente integrada (Figura 17): As fases | e Il envolvem a conversao
de um xenobiodtico lipofilico ndo polar em um metabdlito mais soltvel em agua e, portanto,
menos toxico, que pode ser eliminado mais facilmente da célula na fase 111 (SHEEHAN et al.,
2001). A fase | é catalisada, pelas esterases e principalmente pelo citocromo P450, primeiro
defensor enzimaético contra compostos estranhos. O P450 é responsavel por uma série de
reacOes, das quais a oxidacdo parece ser a mais importante (BRAGA; VALLE, 2007; LISKA,
1998). As enzimas de fase | reconhecem e atuam diretamente sobre o composto exdgeno,
introduzindo um grupo polar reativo na molécula, o que da origem a substrato para as enzimas
de Fase Il, as GSTs (BRAGA; VALLE, 2007; LOW et al., 2007). Por sua vez, as enzimas da
fase 11, como as GSTs, catalisam a conjugacéo (fase 1) de xenobioticos previamente ativados
a um substrato solivel em agua, como glutationa reduzida (GSH), acido UDP-glucurénico ou
glicina, tornando-os mais hidrofilicas e permitindo sua exportacdo e excrecdo para fora da
célula por meio de bombas de efluxo (fase I11) (SHEEHAN et al., 2001; YU, 2008).
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Figura 17 — Representagdo esquematica das fases de metabolizacéo dos xenobiéticos.

Modificagdo
quimica
Conjugacao
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Fonte: o autor.
Legenda: MFO, Monooxigenases de funcdo mista; ESTS, esterases; GST, Glutationa S - Transferases

2.6.2.1 Glutationa S-transferases (GSTs)

As glutationas S-transferases (GSTs) (EC 2.5.1.18) sdo uma superfamilia de proteinas
multifuncionais diméricas com papéis fundamentais na detoxificacdo celular de uma ampla
gama de compostos enddgenos e exdgenos (xenobioticos) (FROVA, 2006). Essas enzimas
catalisam a conjugacdo do grupo hidrofilico SH da glutationa reduzida (GSH) ao centro
eletrofilico de compostos lipofilicos (HEMINGWAY; RANSON, 2000). Além de catalisar a
excrecdo de substratos (fase Il da detoxificacdo enzimatica), elas também desempenham
outras fungdes dentro das células: remocao de espécies reativas de oxigénio (consequéncia do
estresse oxidativo), transporte intracelular, catalise de reagdes em vias metabdlicas néo
associadas a detoxificacdo e atuam como moléculas de sinalizacdo (SHEEHAN et al., 2001).

Trés subfamilias principais de GSTs sdo geralmente reconhecidas, classificadas de
acordo com a sua localizagdo na célula: GST microssomal, mitocondrial e citosdlica
(FROVA, 2006). Esta ultima constitui a grande maioria de GSTs encontrada nas células e tem
sido a Unica associada a mecanismos de resisténcia aos inseticidas quimicos (HEMINGWAY
et al., 2004). Da subfamilia de GST citosdlica, pelo menos seis classes de GSTs de insetos
foram descritas em mosquitos, por analise comparativa dos genomas de Drosophila

melanogaster e Anopheles gambiae: Omega, Sigma, Theta, Zeta, Delta e Epsilon (DING et
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al., 2003; ORTELLLI et al., 2003). Somente membros das classes Delta e Epsilon, que sdo
artrépodes-especificos, tém sido associados a resisténcia a diferentes classes de inseticidas tais
como organofosforados, organoclorados e piretroides (FOURNIER et al., 1992;
KOSTAROPOULOS et al.,, 2001; MARINOTTI et al., 2013; VONTAS; SMALL;
HEMINGWAY, 2001).

A classe epsilon € representada por um conjunto de oito genes (GSTE1-GSTES8)
dispostos sequencialmente no cromossomo 3R de An. gambiae. Essa classe tem estreita
associacdo com resisténcia ao DDT em populacdes de Anopheles (DING et al., 2003;
LUMJUAN et al., 2005; RANSON et al., 2000). Na presenca deste inseticida, genes da classe
epsilon, se tornam superexpressos em mosquitos resistentes. O GSTE2 tem sido o Unico gene
associado a resisténcia metabdlica nos mosquitos do género Anopheles (Figura 18)
(LUMJUAN et al., 2005; RANSON et al., 2001; RIVERON et al., 2014). Além da
superexpressdo génica, a substituicdo de aminoacidos na enzima codificada pela GSTE2 tem
sido associada a resisténcia aos inseticidas nos anofelinos. Por exemplo, Riveron et al. (2014)
demonstraram que uma Unica alteracdo de aminoacido (L119F) na GSTEZ2, esta associada a
altos niveis de resisténcia metabdlica ao DDT no vetor da malaria Anopheles funestus. Essa
alteracdo refere-se a substituicdo de uma leucina (CTT) por uma fenilalanina (TTT) na
posicdo 119 na proteina codificada. Pontes et al. (2016) demonstraram, em um estudo de
dindmica molecular, que a AgGSTE2 F120L estd associada a resisténcia ao DDT em An.
gambiae. Mitchell et al. (2014) também descreveram uma variante GSTE2-1114T que esta
significativamente associada a resisténcia ao DDT em fémeas de Anopheles gambiae (na

forma molecular M) na Africa Ocidental.
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Figura 18 — Estrutura cristalografica da enzima GSTE2 de Anopheles gambiae.

C- terminal

N - terminal

Fonte: Adaptado de https://www.rcsb.org/3d-view/2IMI

Legenda: a estrutura se refere a uma GSTE2 selvagem de Anopheles gambiae. Em destaque a posi¢do onde corre
a mutacdo (L119F) frequentemente associada a resisténcia a inseticidas.

2.7 Marcadores genéticos utilizados em estudos da variabilidade genética

Além de varios outros fatores, bioldgicos, socioeconémicos e ambientais, 0 sucesso dos
programas de controle também pode ser avaliado e analisado através do conhecimento dos
padrdes genéticos das populacGes de mosquitos vetores que se pretende controlar. Nesse
sentido, muitos estudos tém sido realizados com base na estrutura genética das populagdes e
varios marcadores genéticos tém constituido alvos de estudos (FENG et al., 2017). De acordo
com Ferreira & Grattapaglia (1998), marcador genético é toda e qualquer caracteristica
molecular, oriundo de um gene expresso ou de um segmento especifico de DNA
(correspondente a regides expressas ou ndo do genoma).

Até meados do século XX (1960), genes associados a caracteres morfologicos, em geral
fenotipicos, eram os Unicos disponiveis para estudo de genetica de populagbes. Com o
surgimento das técnicas modernas de biologia molecular, diversos metodos de deteccdo de
polimorfismos genéticos a nivel do DNA passaram a ser utilizados (FERREIRA,
GRATTAPAGLIA, 1998): Isoenzimas, RFLP (Restriction Fragment Length Pholymorfphism
— Polimorfismos de Comprimento de Fragmentos de Restricdo), RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA - Polimorfismos de DNA Amplificados ao Acaso), Microssatélites ou SSR
(Single Sequence Repeat — RepeticBes de sequéncias simples), AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism — Polimorfismos de Comprimento de Fragmentos Amplificados), DNA
ribossémico (DNAr) e DNA mitocondrial (DNAmt).


https://www.rcsb.org/3d-view/2IMI
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O DNA mitocondrial é amplamente utilizado como marcador genético na biologia
evolutiva (Figura 18) (HLAING et al., 2009; MICHEL et al., 2005). Os padrdes de variacao
de nucleotideos nas suas sequéncias permitem inferir historias evolutivas de populaces e de
espécies intimamente relacionadas (TWERDOCHLIB et al., 2012). Esta presente na maioria
das células com alto nimero de cdpias e é relativamente facil, rapido e de baixo custo para
sequenciar (ZINK; BARROWCLOUGH, 2008). Por exemplo, sequéncias de um kilobase
(Kb) ou mais podem ser produzidas para 100 ou mais individuos, distribuidos por 10 ou mais
populacdes. Assim, se a variedade de uma espécie for bem amostrada, uma viséo geral de sua
estrutura genética nesse locus pode ser obtida (ZINK; BARROWCLOUGH, 2008). O DNAmt
tem sido frequentemente utilizado em estudos de estrutura populacional e diversidade genética
em insetos, inclusive em populacdes de Anopheles spp, devido ao seu alto nimero de copias,
com altas taxas mutacionais, presenca de sequéncias conservadas que se ligam a primers
especificos e facilidade de amplificacdo (FENG et al., 2017; MICHEL et al., 2005; NORRIS,
2002). Apesar das limitacOes decorrentes, principalmente, de custos e tempo para coletar
amostras, o uso de DNAmt continua sendo uma das ferramentas mais poderosas e confiaveis
para estudos de diversidade genética de populacdes pelos motivos supracitados (AVISE,
2009; MAKHAWI et al., 2013). Além de estudos de diversidade genética, a investigacdo
molecular de DNAmt também tem sido utilizada em taxonomia molecular, caracterizando
elou diagnosticando espécies cripticas em populacdes de Anopheles que constituem um
complexo de espécies (CHOOCHOTE; SAEUNG, 2013).

Figura 19 — Estrutura do genoma mitocondrial de Anopheles sinensis.

Anopheles sinensis

mitochondrial genome

15,418 bp

Legenda: Os blocos coloridos indicam tRNAs, enquanto os blocos brancos ndo preenchidos representam genes
codificadores de proteinas, rRNA e regides de controle. Os genes codificadores de proteinas, rRNA e regides de
controle com nome em preto estdo localizados na fita majoritaria, enquanto aqueles com nomes em vermelho
estdo na fita minoritaria.
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O DNAmt possui genes e regides génicas variadas, e muitas dessas regides ja foram e
continuam sendo utilizadas para andlise de variabilidade genética em populacdes de
mosquitos vetores (culicineos e anofelinos). Entre essas regides, destacam-se o Citocromo
Oxidase Subunidade 1 (COI), Citocromo Oxidase Subunidade Il (COIl), NADH
desidrogenase subunidade 4 (ND4) e 5 (ND5) (YANG; MA; WU, 2011). Os genes COI e
ND5, s&0 bem documentados em estudos com populacdes de Anopheles spp. (GUTIERREZ et
al., 2010; MANIN et al., 2018; MAKHAWI et al., 2013; SARMA et al., 2016).
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3 JUSTIFICATIVA

No Brasil, a malaria tem sido um problema recorrente de satde publica. Milhares de
casos sdo registrados, todos os anos, em regides de alta endemicidade, como é o caso dos
estados da Amazonia Legal. Entretanto, num cenério recente, apesar do estado da Paraiba
(PB) (regido extra-amazonica) ndo ser endémica para a maléaria, o0 municipio do Conde-PB
registrou um surto da doenca em 2019, associado a infeccdo por P. vivax. Historicamente, o
municipio do Conde é conhecido por receber imigrantes refugiados, majoritariamente da
Venezuela, pais de alta endemicidade para a malaria. Além disso, por ser uma &rea turistica,
recebe turistas do Brasil, incluindo da Amazonia, e de outros paises, 0 que pode representar,
futuramente, riscos de introducédo de novas espécies de Plasmodium na regido. No municipio,
ja foram registradas quatro espécies de Anopheles, An. aquasalis, An. albitarsis, An. bellator e
An. argyritarsis, potenciais vetores da malaria. Até o presente momento, ndo se sabe qual o
vetor responsavel pela transmissdo recente dos casos da doenga. Neste sentido, a identificacéo
das espécies de Anopheles que estdo circulando atualmente no municipio, bem como a
realizacdo de testes de deteccdo moleculares da infeccdo por Plasmodium spp. séo
extremamente necessarios. Cabo Verde esta na lista da OMS como um dos paises que, até
2020, deveriam eliminar a malaria. Ao longo dos ultimos anos, os casos notificados nédo
ultrapassaram 100 casos/ano. No entanto, em 2017 foram notificados mais de 430 casos da
doenca em Cabo Verde, considerado o maior nimero de casos registrados nos tltimos 30 anos
no pais. Apesar disso, nos ultimos 3 anos ndo foram registrados quaisquer casos autéctones no
pais tornando-se atualmente elegivel para a obtencdo da certificacdo da eliminacdo da malaria
da OMS. Com a inexisténcia de vacinas eficazes, o combate & malaria depende principalmente
do controle de mosquitos vetores, através do uso massivo de inseticidas quimicos. No entanto,
0 uso indiscriminado desses compostos pode levar ao surgimento de resisténcia a esses
xenobidticos. Os programas de controle vetorial em Cabo Verde e do municipio do Conde -
PB sdo realizados sem nenhum conhecimento prévio sobre a dindmica populacional de
Anopheles vetores, bem como sem nenhum monitoramento do impacto das agdes dos
programas de controle. O conhecimento da estrutura genética da espécie vetora, envolvida no
ciclo de transmissdo da doenca, e a deteccdo de mecanismos de resisténcia sdo requisitos
essenciais, pois podem contribuir para prever a propagacdo de genes de interesse, cComo genes
relacionados a resisténcia aos inseticidas, bem como verificar outras alteracbes genéticas
nessas populacdes. Assim, faz-se necessario o estudo da variabilidade genética e a detecgdo de

genes de resisténcia em Anopheles de Cabo Verde e do municipio do Conde - PB, Brasil,
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visto que varia¢des genéticas e mudancas no perfil de susceptibilidade a inseticidas podem
variar entre populacGes e afetar a eficicia dos programas de controle e a epidemiologia da

doenca nas respectivas regides de estudo.

4 PERGUNTAS CONDUTORAS

Quais sdo as espécies de Anopheles potencialmente responsaveis pela transmissdo da

malaria nas duas regides de estudo?

Qual ¢ a taxa de infeccdo por Plasmodium spp. nos anofelinos coletados no municipio
do Conde-PB?

Qual é a frequéncia de alelos associados a resisténcia aos inseticidas usados no controle,

nas duas regibes estudadas?

Qual é o grau de diversidade genética das espécies de Anopheles estudadas nas duas
regides de estudo?
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral
e Caracterizar anofelinos de duas regides de estudo (Praia-CV e Conde-PB) quanto a:
presenca de vetores da malaria, infeccdo natural por Plasmodium spp., ocorréncia de

alelos que conferem resisténcia a inseticidas quimicos e variabilidade genética.

5.2 Objetivos especificos

e Identificar através da taxonomia classica e molecular espécies de Anopheles que ocorrem
na Cidade da Praia (Cabo Verde) e no municipio do Conde-PB (Brasil);

e Investigar a taxa de infeccdo natural por Plasmodium spp. em Anopheles spp do municipio
do Conde — PB;

e Identificar mutacdes nos genes GSTE2, ace-1 e Na, associadas a resisténcia aos inseticidas

quimicos em espécies de Anopheles coletadas em ambas as regides;

e Avaliar a diversidade genética dessas populacdes de Anopheles nas duas regides de

estudo.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Areas de estudo

Este estudo apresenta uma andlise de anofelinos coletados em duas regides bem
distintas, a primeira situada na ilha de Santiago, Cabo Verde, local que j& foi considerado
como area endémica, mas que hoje esta em vias de certificacdo de eliminacdo da malaria. Por
outro lado, a segunda € uma éarea livre de malaria endémica, localizada no municipio do

Conde - PB, Brasil, mas que recentemente (2019) apresentou um surto com casos autdctones.

6.1.1 llha de Santiago, Cabo Verde

Cabo Verde é um pais constituido por um arquipélago de origem vulcanica, situado
aproximadamente a 500 km a oeste de Dakar (Senegal) na costa ocidental africana com uma
extenséo territorial de 4.033 km? (Figura 20). E caracterizado por um clima tropical seco, sem
grandes variacGes de temperatura (média anual de 25 °C) e com escassa pluviometria
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2012b). A estacdo chuvosa, de julho a outubro,
é muito irregular e geralmente com poucas chuvas (média de 9 dias e 225 mm por ano)
(BARROS, 2011). O arquipélago € constituido por dez ilhas, das quais nove sdo habitadas.
Estas ilhas estdo divididas em dois grupos denominados de Barlavento (Santo Antdo, S&o
Vicente, Santa Luzia, Sdo Nicolau, Sal e Boa Vista) e Sotavento (Maio, Santiago, Fogo e
Brava). As ilhas de Barlavento estdo situadas ao norte do pais e as ilhas do Sotavento ao sul,
de acordo com a posicdo que ocupam em relacdo ao vento dominante do nordeste
(ALBUQUERQUE; SANTOS, 1988; MINISTERIO DA SAUDE DE CABO VERDE, 2009).
A populacéo residente no pais é de aproximadamente 500.000 habitantes, com 60% do total
residente na ilha de Santiago, a maior entre as ilhas (991 km?), onde est4 situada a capital, a
cidade da Praia (INSTITUTO NACIONAL DE ESTATISTICA DE CABO VERDE, 2010,
2013). As principais atividades econdmicas da populacdo sdo a agricultura, a pesca, a extragdo
de sal, (RIBEIRO et al., 1980) e mais recentemente o turismo.

A cidade da Praia (Figura 20) esta localizada ao sul da ilha de Santiago (14° 55’ N 23°
30) sendo tambem sede do Concelho de mesmo nome. De acordo com o censo de 2010
realizado pelo INE (Instituto Nacional de Estatistica), os dados apontavam que a populacdo
residente na cidade era de 132.317 habitantes, sendo 64.968 homens e 67.349 mulheres. A

cidade é o principal foco da malaria em Cabo Verde, com 90% dos casos autoctones nos
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ultimos anos (DEPINA et al., 2018a). Geograficamente, a cidade da Praia é descrita como um
conjunto de planaltos, também designados como Achadas, e seus respectivos vales
circundantes (MONTEIRO et al., 2011). Além disso, a regido se caracteriza por ser uma area
litoranea e com pouca vegetacdo nas partes baixas ou intermediarias da cidade, nas quais se

localizam os bairros de Achada Grande Tras e Varzea.

Figura 20 - Localizacdo geografica do arquipélago de Cabo Verde e da cidade da Praia.
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Fonte: editado no ArcGis (2020).

6.1.2 Municipio do Conde - Paraiba, Brasil

A Republica Federativa do Brasil situa-se na América do Sul e apresenta uma extenséo
territorial de 8.514.876 kmz2. Segundo dados mais recentes do IBGE (Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica), estima-se que o Brasil tenha 210,1 milhGes de habitantes e uma taxa
de crescimento populacional de 0,79% ao ano. (IBGE, 2020).

O pais é dividido em 5.570 municipios, entre eles 0 municipio do Conde (Figura 21).
Este estd localizado na Regido Metropolitana de Jodo Pessoa, no litoral sul do estado da

Paraiba. Segundo o IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), em 2018, a
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populacdo no municipio foi estimada em 24.323 habitantes, distribuidos em aproximadamente
173 km2 de area. E uma regido coberta por Mata Atlantica, muito conhecida pelo seu turismo
litoraneo, onde recebe muitos turistas de todo o pais, além de estrangeiros (IBGE, 2020).
Além disso, a regido se caracteriza por possuir um corredor ecolégico proximo a manguezais
e mata ciliar, ao longo dos rios locais que constituem um ecossistema costeiro de transicao

entre os ambientes terrestre e marinho.

Figura 21 - Localizacdo geogréfica do Brasil e do municipio do Conde, no Estado da Paraiba.
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Fonte: editado no ArcGis (2019).
Legenda: O mapa destaca os seis principais bairros do municipio do Conde onde foram feitas as coletas: A,
Capaddcia; B, Carapibus; C, Conjunto Rio do Ouro; D, Vila de Jacumd; E, Barauna; F, Gurugi.
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6.2 ldentificacdo de mosquitos adultos do género Anopheles
6.2.1 Amostragem e identificacdo morfologica de mosquitos adultos
Em Cabo Verde, larvas do género Anopheles spp. foram coletadas, pelo grupo

GIDTPiaget (Grupo de Investigagdo em Doengas Tropicais da Universidade Jean Piaget de

Cabo Verde), em criadouros naturais e artificiais™ de mosquitos usando conchas adaptadas

para a coleta de formas jovens (Figura 22), em duas localidades na cidade da Praia: Varzea:
N14°55'1.27", W23°30'44.32" e Achada Grande Trés: N14°55'11.85", W23°29'12.22" (Figura
20), em maio de 2017 e outubro de 2017 (uma Unica coleta foi realizada para cada més).
Achada Grande Tras, situada a leste da cidade da Praia, € um bairro urbanizado e pouco
arborizado. Por sua vez, o bairro da Véarzea, também urbanizado, estd situado a oeste do
centro da cidade, a aproximadamente 3 Km de Achada Grande Tr&s. Ambos os bairros estdo
localizados a poucos quilémetros da orla maritima.

Apbs as coletas, as larvas foram transportadas ao laboratério de Entomologia da
Universidade Jean Piaget de Cabo Verde, onde foram mantidas em bandejas plasticas
contendo agua e racdo de peixe Nutra Fish bésica, rotuladas e separadas por localidade, sob
condigdes padrdo (temperatura 25-30 °C, umidade relativa 65-75% e com um ciclo de 12 h de
luz/escuro) até a emergéncia de adultos. Estes foram identificados morfologicamente e
separados por sexo, usando a chave de identificacdo descrita por Ribeiro et al. (1980) para
destiguir mosquitos do complexo Anopheles gambiae de outros mosquitos do género
Anopheles. Em seguida foram armazenados a -20 °C. Apds a identificagdo morfoldgica, 0s
mosquitos foram preservados em etanol 70% e transportados para o Departamento de
Entomologia da FIOCRUZ-PE (Fundacdo Oswaldo Cruz, Pernambuco), onde foi feita a
extracdo do DNA.

1 ocais proximo as areas de vegetagéo, com aciimulo de agua parada.
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Figura 22 —Concha adaptada para coleta de formas jovens.
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Fonte: o autor.

No municipio do Conde, mosquitos adultos do género Anopheles foram coletados em
diferentes localidades (Figura 21), entre julho e novembro de 2019, usando diferentes
instrumentos: aspirador Elétrico Horst, Shannon, BG-sentinel + gelo seco, capturador de
Castro, e CDC luminosa (Figura 23). Cada coleta foi realizada, de forma direcionada, uma vez
por més, por trés dias seguidos no peridomicilio, intradomicilio (os pontos foram selecionados
de acordo com o0s enderecos de pacientes positivos para malaria, disponibilizados pela
secretaria da saude do Conde), extradomicilio e residéncias proximas as casas de pacientes
positivos para malaria. As coletas com aspirador foram realizadas num periodo de maior pico
de atividade hematofagica dos anofelinos, com duracgdo de 15 minutos cada aspira¢do, das 18h
as 21h. A BG-sentinel e a CDC luminosa foram utilizadas para a captura num periodo de
aproximadamente 12h (das 18h até 6h do dia seguinte). Por tltimo foram realizadas coletas no
peridomicilio usando capturador de Castro. As coletas por esse método foram realizadas das
18h as 20h. Todos os pontos de coleta foram georreferenciados. Apds cada coleta, 0s
mosquitos foram imobilizados com éter e, em seguida, os culicineos separados dos anofelinos.
Estes ultimos foram armazenados em tubos individuais contendo Silica gel, para cada ponto,
horario e método de coleta.
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Figura 23 — Instrumentos utilizados na coleta de mosquitos adultos.

Fonte: o autor.
Legenda: A — Coleta de mosquitos com aspirador Elétrico Horst; B — Coleta com capturador de Castro; C —
armadilha CDC luminosa; D — armadilha de Shannon, E — armadilha BG-sentinel + gelo seco.

Os mosquitos, devidamente identificados e acondicionados, foram encaminhados ao
laboratdrio de entomologia do Instituto Aggeu Magalhdes (IAM) para sexagem e identificacdo
morfologica de anofelinos por meio de taxonomia cléssica, utilizando a chave descrita por
Consoli & Lourenco-de-Oliveira (1994). Ap6s a identificacdo, cada mosquito foi seccionado,
separando a cabeca e térax (incluindo as patas e as asas) do abdémen com o auxilio de uma
pinca e um bisturi esterilizados. ApoOs seccdo, as amostras foram armazenadas em tubos

ependroff a -20 °C, antes de serem submetidas ao processo de extracdo de DNA.

6.2.2 Extracdo de DNA e identificacdo molecular de espécies de Anopheles

Para os anofelinos coletados em Cabo Verde, o DNA de mosquitos individuais
armazenados em alcool 70%, pertencentes ao complexo An. gambiae, foi extraido seguindo o
protocolo descrito por  Ayres et al. (2002). Os mosquitos foram individualmente
homogeneizados em 400 pl de tampao de lise (contém Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, NaCl 0,4 M,
e EDTA 2 mM, pH 8,0), 7 pl de proteinase K a 10 mg/ml e 72 pl de SDS 10% (Dodecil
Sulfato de Sédio). O homogenato, foi incubado a 65 °C por no minimo 8 horas. Em seguida
foram adicionados 420 pl de NaCl 5M a suspensdo, a mistura foi homogeneizada por
aproximadamente 1 min e centrifugada a 9500 g, por 20 min, a 4 °C. O DNA foi precipitado
do sobrenadante pela adicdo de 800 pul de isopropanol, apds homogeneizagdo em “VOortex”.

Em seguida, a mistura sobrenadante + isopropanol foi incubada (-20 °C, 1h) e centrifugada
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(9500 g, 20 min, 4 °C). O sobrenadante foi descartado e o sedimento (“pellet ) foi lavado com
500 pl de etanol 70% e ressuspendido em 100 pl de tampao TE (TRIS-EDTA, 10:1 mM).
Apdbs serem ressuspendidas, as amostras de DNA foram quantificadas no Nanodrop 2000
(ThermoScientific) e em seguida armazenadas a -20 °C, até sua utilizacdo nas reacdes de
PCRs (Polymerase Chain Reaction — Reacdo de polimerase em cadeia).

Posteriormente, os produtos da extracdo foram amplificados através da PCR
convencional para identificagio molecular das espécies do complexo gambiae usando o
marcador genético IGS (Intergenic spacers — espacadores intergénicos) (SCOTT;
BROGDON; COLLINS, 1993). A reacdo se baseia na utilizacdo de quatro primers, espécie-
especificos, de cadeia antisenso (reverse) e um primer de cadeia senso (forward), idéntica em
todas as espécies no complexo, que anela com uma sequéncia na extremidade 5' do IGS. A PCR
foi realizada com os reagentes descritos na tabela 1. O DNA de Anopheles gambiae s.s, foi
gentilmente cedida por Dra. Maria Helena Silva-Filha do Departamento de Entomologia do
IAM/FIOCRUZ-PE, e usado nas reacdes com o propésito de mostrar um padrdo de banda
diferenciado no gel, entre as espécies. Os primers utilizados na reacao estdo descritos no quadro
2. Apbs a reacdo da PCR, cada produto resultante (4 ul) foi separado por meio de corrida
eletroforética, em gel de agarose 1,5%, e visualizados em transiluminador de luz ultravioleta
(UV). A distincdo entre as espécies do complexo gambiae foi feita de acordo com o padrdo de
bandas presente no gel (Figura 24) (SCOTT; BROGDON; COLLINS, 1993).

Figura 24 — Representacéo dos fragmentos de DNA da regido IGS de espécies do complexo Anopheles gambiae
amplificados por PCR.
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Fonte: adaptado de Scott et al. (1993).

Legenda: 1 — Marcador molecular 1Kb plus DNA ladder; 2 — Anopheles arabiensis (315 pb); 3 - Anopheles
gambiae (390 pb); 4 — Anopheles merus (466 pb); 5 — Anopheles melas (464 pb); 6 — Anopheles quadriannulatus
(153 ph).
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Tabela 1 — Reagentes e suas respectivas concentraces utilizadas na PCR para amplificacdo da regido 1GS de
Anopheles gambiae s.l.

Reagentes Volume de uso (pl) Concfgntra(;ao
inal
H,O mili-Q autoclavada Ateé perfazer 25pl
Tampéo Green GoTaq® (Promega, USA) 2,5 5X
dNTP (Promega, USA) 2,5 2 mM
primer QD 2,5 10 uM
primer UN 15 10 pM
primer ME 1,5 10 pM
primer GA 0,7 10 pM
primer AR 0,5 10 pM
MgCl, (Promega, USA) 1,0 25 mM
TagDNA polimerse (Promega, USA) 0,25 5u/ul
DNA molde 2,0 10 ng/ul

Fonte: o autor.

Quadro 2 - Primers usados na amplificacdo da regido IGS em espécies do complexo Anopheles gambiae.

Primer Sequéncia (5’-3”) Tm(°C) Am(;;lli)():om
FUN GTGTGCCCCTTCCTCGATGT 58.3 -

R GA CTGGTTTGGTCGGCACGTTT 59.3 390

R ME TGA CCA ACC CAC TCC CTT GA 570  464-466
R AR AAG TGT CCT TCT CAA TCC TA 47.4 315

R QD CAG ACC AAG ATG GTT AGT AT 42.7 153

Fonte: o autor.

Legendas: UN = primer cadeia senso que se anela na mesma posi¢do do DNAr de todas as espécies do complexo
An. ganbiae. GA, ME, AR, QD sdo primers reversos especificos respectivamente para as espécies: Anopheles
gambiae s.s, Anopheles merus e Anopheles meras, Anopheles arabiensis e Anopheles quadrianulatus. Tm =
temperatura média de anelamento.

Para os anofelinos coletados no municipio do Conde, 0 DNA de cada parte seccionada
de mosquitos individuais foi extraido seguindo também o protocolo de precipitagéo por alcool
citado acima. Apds lavagem com etanol 70%, o DNA de cabeca/torax e abddmen extraido foi
ressuspendido em 50ul e 30ul de tampao TE (TRIS-EDTA, 10:1 mM) respectivamente. O
produto da extracdo também foi quantificado no Nanodrop 2000 (ThermoScientific). A
identificacdo molecular das espécies de Anopheles coletadas, usou apenas a amostra
cabeca/térax de cada mosquito (incluindo as patas e as asas). Sendo assim, foi realizada uma
PCR convencional tendo como alvo o gene Citocromo Oxidase Subunidade | (COl),

frequentemente usado na taxonomia molecular de espécies de mosquitos. Para a amplificacao
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dessa regiao, foram utilizados 0s primers FW (5°-
GGAGGRTTTGGAAAYTGAYTAGTYCC-3’) e REV (5-
GCWGAWGTAAARTAAGCTCGWGTATC-3), gerando um amplicon de
aproximadamente 698 pb (PAIVA et al., 2018).

A PCR foi realizada usando o kit GoTaq® Flexi DNA polymerase (Promega, USA),
conforme as instru¢des do fabricante (a mistura da reacdo estd descrita na Tabela 2). A
amplificacdo seguiu a seguinte programacao: desnaturacdo a 94 °C por 2 min, seguido de 35
ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 min, anelamento a 58 °C por 50 seg, extensao a 72 °C por

1 min, e por fim uma extensé&o final a 72 °C por 8 min.

Tabela 2 - Reagentes e concentracdes especificas para amplificagdo por PCR do gene COI de Anopheles spp.
coletados no municipio do Conde-PB.

Reagentes Volume de uso (ul) Concf?gglragao
H,O mili-Q autoclavada - Até perfazer 25pl
tampdo Green GoTag® (Promega, USA) 5,0 5X
dNTP (Promega, USA) 2,0 2mM
Primer Fw 1,0 10 uM
Primer REV 1,0 10 pM
MgCl, (Promega, USA) 2,5 25 mM
TagDNA polimerase (Promega, USA) 0,2 5 U/l
DNA molde 1,5 10 ng/pl

Fonte: o autor.

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% em
TBE 0,5X e visualizado em transiluminador UV. Adicionalmente, todos os produtos de PCR
foram sequenciados, no Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas (NPT) do IAM/Fiocruz usando o
sistema ABI 3500 xL da Applied Biosystems. As sequéncias de nucleotideos produzidas a
partir de cada amostra foram comparadas com as sequéncias depositadas em banco de dados
como o Bold Systems (The Barcode of Life Data Systems — http://www.boldsystems.org) e o
GenBank, usando o nucleotide BLAST (BLASTN) para confirmar a identidade das espécies
coletadas. Além disso, uma reconstrucdo filogenética baseada no método bayesiano foi
realizada usando a ferramenta PhyML 3.0 para avaliar a relacdo evolutiva entre as sequéncias
COI das amostras coletadas e as sequéncias obtidas no banco de dados. A edicdo da arvore
reconstruida foi realizada utilizando a ferramenta ITOL (Interative Tree of Life — Arvore

interativa da vida) para melhor visualizag&o.
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6.3 Determinacao de infeccdo natural por Plasmodium spp.

A PCR para deteccdo molecular de espécies de Plasmodium foi realizada apenas nas
amostras coletadas no municipio do Conde, diante da impossibilidade do uso das amostras de
Anopheles coletadas em Cabo Verde (foram feitas apenas coletas de formas jovens). Todas as
partes seccionadas dos mosquitos fémeas coletadas no municipio foram utilizadas. As PCRs
para cada seccdo (cabeca/torax e abdémen) foram realizadas separadamente para avaliar a
infectividade dos anofelinos analisados.

Para analisar a presenca de DNA de espécies de Plasmodium, foi utilizada a técnica da
Nested - PCR utilizando o método, descrito anteriormente por Snounou et al. (1993). A
Nested-PCR se baseia na amplificacdo do gene que codifica para a subunidade 18s do RNA
ribossémico (18s-rRNA) do Plasmodium. O gene contém regifes com sequéncias conservadas
entre as diferentes espécies de Plasmodium, intercaladas com regiGes contendo sequéncias
especificas para cada espécie. A técnica consiste em duas reacdes de PCR convencional, e
cinco pares de primers sdo necessarios (Quadro 3): uma primeira reacdo (Nested-1) género
especifico (capaz de detectar amostras positivas para o Plasmodium spp), na qual se usa o par
de primer rPLUS5 e rPLUG6 e uma Nested-2 (o template € o produto da Nested-1) na qual sao
necessarios quatro pares de primers espécie especificos (rFAL1 + rFAL1 especificos de P.
falciparum; rVIV1 + rVIV2 especificos de P. vivax; rOVAL + rOVA2 especificos de P. ovale;
rMAL1 + rMAL2 especificos de P. malariae). O tamanho do amplicon esperado na Nested-1
é de 1200 pb. Na Nested-2 os tamanhos dos fragmentos a serem amplificados sdo: 205 pb para
P. falciparum, 144 pb para P. malariae, 800 pb para P. ovale e 120 pb para P. vivax (Figura
25).
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Figura 25 - Representacdo esquematica dos produtos de PCR obtidos da regido do gene 18s-rRNA a partir de
quatro espécies de Plasmodium spp.
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Fonte: Snounou, (1996).

Legenda: a figura mostra a posi¢do dos pares de primers usados em cada rea¢do bem como o tamanho de cada
fragmento amplificado a partir de cada gene. As regides mais escuras no fragmento especifico para género (18s-
rRNA) representam os fragmentos do gene que sdo especificos para cada espécie de parasita, enquanto as regides
mais claras representam sequéncias de nucleotideos que sdo altamente conservadas entre as espécies.

Quadro 3 - Primers usados na amplificacéo da subunidade 18s do RNA ribossomal (18s-rRNA) de Plasmodium
spp.

Primer Sequéncia (5'-3") Amplicon (pb)
rPLUS CTTGTTGTTGCCTTAAACTTC ~1200
rPLUG TTAAAATTG TTG CAG TTA AAA CG

rFAL1 TTAAAC TGG TTT GGG AAA ACC AAATAT ATT 205
rFAL2 ACA CAATGAACT CAATCATGACTACCCGTC

rvivi CGC TTC TAG CTT AAT CCA CAT AACTGA TAC 120
rvivz2 ACT TCC AAG CCG AAGCAAAGAAAGTCCTTA

rMAL1 ATAACATAG TTG TAC GTT AAG AAT AAC CGC 144
rMAL2 AAA ATT CCC ATG CAT AAAAAATTATAC AAA

rOvAl ATCTCTTTTGCT ATTTTT TAG TAT TGG AGA 800

rOVA2 GGA AAA GGA CAC ATT AATTGT ATCCTAGTG
Fonte: adaptado de Snounou, (1996).

As PCR foram realizadas com os reagentes descritos na Tabelas 3 e 4. As duas reacoes
(Nested-1 e 2) foram realizadas com uma desnaturacao inicial a 94°C por 2 min, seguidos de
40 ciclos que incluem uma desnaturagédo de 94 °C por 1 min, anelamento 1 min a 58°C e uma
extensdo de 2 min a 72°C, e uma extensao final de 10 min a 72 °C. Os produtos da PCR foram

analisados por eletroforese em gel de agarose 1% e visualizados em transiluminador U.V.
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Tabela 3 — Reagentes e concentra¢des especificas utilizadas na reagdo de PCR Nested-1.

Volume deuso  Concentracdo
Reagentes

(uh) final
H.O mili-Q autoclavada Até perfazer 25ul
Tampéo Green GoTag® (Promega, USA) 2,5 5X

dNTP (Promega, USA) 1,0 2 mM

Primer rPLUS 1,0 10 uM

Primer rPLUG 1,0 10 uM

MgCl, (Promega, USA) 1,0 25 mM
TagDNA polimerse (Promega, USA) 0,5 5 U/ul

DNA molde 4,0 10 ng/pul

Fonte: O autor.

Tabela 4 — Reagentes e concentragdes especificas utilizadas na reagio de PCR Nested-2.

Volume de uso Concentracéao
Reagentes i
() final
H.O mili-Q autoclavada Até perfazer 25ul
Tampédo Green GoTaq® (Promega,
dNTP (Promega, USA) 1,0 2 mM
Primer 1 1,0 10 uM
Primer 2 1,0 10 uM
MgCl; (Promega, USA) 1,0 25 mM
TagDNA polimerse (Promega, USA) 0,5 5 U/l
DNA molde 4,0 10 ng/ul

Fonte: O autor
Legenda: Primers 1 e 2 — correspondem a qualquer um dos primers espécie-especifico, dependendo da espécie
de Plasmodium que se pretende amplificar.

Dois controles positivos, ou seja, DNA de P. falciparum e P. vivax, gentilmente cedidos
pela Dra. Maria de Fatima Ferreira da Cruz do Instituto Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro
(I0C-RJ), foram clonados no vetor pGEM-T Easy e trés minipreps de cada controle foram
produzidos a fim de aumentar a quantidade de DNA disponivel para posterior uso como

controle positivo nas reacoes de PCR.
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6.4 Deteccdo de mutacGes associados a resisténcia em populactes de Anopheles

O DNA dos individuos coletados em Cabo Verde, identificados como An. arabiensis,
foi submetido a PCR para amplificar fragmentos de genes especificos associados a resisténcia
aos inseticidas quimicos. Os genes investigados foram: canal de sédio (Na,) (codigo de
acesso:"KR867649.1), acetilcolinesterase (ace-1) (codigo de acesso: AGAP001356) e
Glutationa S-transferases Epsilon subunidade 2 (GSTEZ2) (cddigo de acesso: AARA008732), a
fim de identificar as mutacGes L1014F/S, G119S e L119F respectivamente, ja descritas em
estudos prévios.

Dada a indisponibilidade das sequéncias desses genes em banco de dados para
anofelinos encontrados no municipio do Conde, foi usado um conjunto de primers diferentes
dos que foram avaliados para a populacdo de Anopheles coletado em Cabo Verde, baseado no
genoma de Anopheles darlingi.

Esses genes e suas respectivas mutacfes foram escolhidos para anélise molecular, por
serem 0s principais genes associados a resisténcia aos inseticidas quimicos em populacdes de

Anopheles spp.

6.4.1 Deteccéo de mutacgdes do tipo kdr no gene Na,

Para a pesquisa das mutacdes pontuais, L1014F e/ou L1014S no gene Na, de Anopheles
arabiensis coletados em Cabo Verde, foi amplificado um fragmento de aproximadamente 458
pb (Apéndice A), usando o0 seguinte par de primers: Anarabkdr FW (5'-
TTTACAATGCCAACGCAATC-3) e Anarabkdr REV (5'-
GATCTTGGTCCATGTTAATTTGC-3") (DA CRUZ et al., 2019). A PCR foi realizada de
acordo com o método descrito em da Cruz et al. (2019). Os reagentes utilizados na reacéo se
encontram na Tabela 5. A amplificacdo foi realizada utilizando as seguintes condigdes:
desnaturacédo inicial a 95 °C por 2 min; 35 ciclos a 94 °C por 30 seg, 55 °C por 30 seg e
extensdo a 72 °C por 1 min; e finalmente uma extenséo final a 72 ° C por 5 min.

Para a pesquisa dessas mutacdes pontuais nas populacdes de Anopheles do municipio do
Conde, foi amplificado um fragmento de aproximadamente 374 pb, usando os primers 42F
(5’-TCGTGTTTTATG CGGAGAATGG-3") e 422R (5’-CACGGACGCAATTTGACTTGT-
3’), desenhados inicialmente para amplificar o fragmento que compreende 0s exons 20 e 21 e

o intron 20 do canal de sodio de Anopheles darlingi (SILVA, 2014). A amplificacdo foi
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realizada utilizando as seguintes condic¢des: 94 °C por 3 min, seguida por 35 ciclos de 94°C
por 30 seg, 48°C por 30 seg e 72°C por 1 min, com uma extenséo final a 72 °C por 5 min. Os
reagentes utilizados na reacao se encontram descritos na Tabela 6.

Os produtos de PCR (4 pl), de amostras coletadas em Cabo Verde e no municipio do
Conde, foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, em Tris-Borate-EDTA
(TBE) com brometo de etidio (5 mg/ml) e visualizado em transiluminador UV. Confirmada a
presenca de bandas no gel, os produtos de PCR foram enviados para 0 sequenciamento, a fim

de procurar as mutagdes de interesse.

Tabela 5 - Reagentes e concentra¢des especificas para a detec¢do das mutacBes L1014S/1014F no gene Na, de
Anopheles arabiensis.

Reagentes Volume usado (ul) Concfeirr:gl’agao
H,O mili-Q autoclavada - Até perfazer 25pl
tampdo Green GoTag® (Promega, USA) 2,5 5X
dNTP (Promega, USA) 2,5 2 mM
Primer Anarabkdr FW 1,0 10 pM
Primer Anarabkdr REV 1,0 10 uM
MgCl, (Promega, USA) 1,0 25 mM
TagDNA polimerase (Promega, USA) 0,25 5U/ul
DNA molde 2,0 10 ng/ul

Fonte: o autor

Tabela 6 — Reagentes e concentracdes especificas para a detecgdo das mutagdes L1014S/1014F no gene Na, das
diferentes espécies de Anopheles coletados no municipio do Conde.

Reagentes Volume usado (ul) Conﬁc?rr:gl’agao
Go tag® Color Less Master Mix (Promega, 13.0
USA) ’ 1X
H,O livre de nuclease (Promega, USA) 8,75 Até perfazer 25ul
42F 1,0 10 uM
422r 1,0 10 uM
MgCl, (Promega, USA) 0,25 25 mM
DNA molde 1,0 10 ng/pl

Fonte: o autor.

6.4.2 Deteccdo da mutacdo G119S no gene ace-1

A presenca da mutacdo G119S no fragmento do gene ace-1, de Anopheles arabiensis de

Cabo Verde, foi investigada através do ensaio de PCR-RLFP previamente descrito por Weill
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et al. (2004), com algumas modificacOes feitas por da Cruz et al., (2019). Os primers
especificos Ex3Agdir (5'-GATCGTGGACACCGTGTTCG-3") e Ex3AGrev (5-
AGGATGGCCCGCTGGAACAG-3) foram utilizadas na reacdo de PCR (volume final: 25
pl) para amplificar um fragmento de aproximadamente 541 pb, que compreende uma regido
situada no éxon 3 do gene (Apéndice B). A presenca de G119S cria um sitio de restricdo Alul
nesta regido dos individuos resistentes, o qual é clivado por esta enzima e permite entdo, a
distingdo entre os individuos susceptiveis e resistentes (WEILL et al., 2004). Os reagentes e as
suas respectivas concentracdes utilizadas na PCR-RFLP estdo descritas na tabela 7. As
condigdes de PCR incluiram uma etapa inicial de desnaturacéo a 95 °C por 5 min, seguida por
35 ciclos de 94 °C por 30 seg, 56 °C por 30 seg e 72°C por 30 seg, com uma extensdo final a
72 °C por 5 min. Os produtos de PCR (4 ul) foram analisados por eletroforese em gel de

agarose 1,5% e visualizados em transiluminador UV.

Tabela 7 - Reagentes e concentracBes especificas para a deteccdo da mutacdo G119S no gene Ace-1 de
Anopheles arabiensis.

Reagentes Volume de uso (ul) Concfeirr:gl’agao
H,O mili-Q autoclavada  ------ Até perfazer 25pl
tampdo Green GoTag® (Promega, USA) 2,5 5X
dNTP (Promega, USA) 2,5 2mM
Primer EXAGdir 1,0 10 pM
Primer EXAGrev 1,0 10 uM
MgCl, (Promega, USA) 1,0 25 mM
TagDNA polimerase (Promega, USA) 0,25 5 U/l
DNA molde 2,0 10 ng/ul

Fonte: o autor.

Apos a reacdo de PCR convencional, a reagdo de digestdo pela enzima de restricdo Alul
(New England Biolab), para detectar a mutagdo G119S no fragmento do gene ace-1, foi
realizada como descrito por da Cruz et al (2019). A digestdo ocorreu num volume final de 25
ul, a 37 °C por 180 min (clivagem do fragmento) e, por Gltimo, incubada a 80 °C durante 20
min (para interromper a atividade enzimatica da digestdo). Posteriormente, 5 ul dos produtos
digeridos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% e visualizados em
transiluminador UV. Os reagentes utilizados na reacdo estdo descritos na Tabela 8. Esta
digestdo produz dois fragmentos nos individuos com o gendtipo homozigoto sem a mutacao
G119S (SS): um de 403 pb e outro de 150 pb. Nos individuos com a mutacdo G119S (RR), a

digestdo produz um fragmento de 253 pb e outro de 150 pb. Os individuos com o genotipo
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heterozigoto (RS) mostram uma combinagdo das trés bandas relatadas acima (BAFFOUR-
AWUAH et al., 2016).

Tabela 8 - Composicdo do mix de reacdo da digestdo enzimatica para a deteccdo da mutagdo G119S no gene
Ace-1.

Volume de uso  Concentracéo
Reagentes

(ul) final
H,0 mili-Q autoclavada 16,0 Ate gse:‘lazer
Tamp&o 10X CutSmart™ Buffer (New england biolab) 1,0 (1X) 1X
Enzima Alul 0,5 5U/ul
Produto de PCR 7,5

Fonte:o autor.

Para a genotipagem do gene ace-1 nas popula¢bes de Anopheles do municipio do
Conde, o par de primers AdacelF (5-GCCGGCCGAAAAGTGGAG-3") ¢ AdacelR (5’-
CTTAGAGCAAGGTTCTGATCGA-3’) foi utilizado para amplificar um fragmento de
aproximadamente 344 pb (LOUREIRO, 2018). A PCR foi realizada utilizando as seguintes
condigdes: desnaturacéo inicial a 94 °C por 3 min; 35 ciclos a 94 °C por 30 seg, 55 °C por 30
seg e extensdo a 72 °C por 1 min; e uma extensao final a 72 °C por 5 min. Os reagentes
utilizados na reacdo estdo descritos na Tabela 9. Os produtos de PCR (4 ul) foram analisados
por eletroforese em gel de agarose 1,5%, em Tris-Borate-EDTA (TBE) com brometo de etidio
(5 mg/ml) e visualizado em transiluminador UV. Posteriormente, estes produtos de PCR

foram sequenciados, a fim de procurar a mutacdo de interesse.

Tabela 9 - Reagentes e concentracdes especificas para a deteccdo da mutagcdo G119S no gene ace-1 de espécies
de Anopheles coletados no municipio do Conde.

Reagentes Volume usado (ul) Coniei.\gglragao
Go taq® Color Less Master Mix (Promega, 13.0
USA) ’ 1X
H,O livre de nuclease (Promega, USA) 8,75 Até perfazer 25l

AdacelF 1,0 10 uM
AdacelF 1,0 10 uM
MgCl; (Promega, USA) 0,25 25 mM
DNA molde 1,0 10 ng/ul

Fonte: o autor.
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6.4.3 Deteccédo da mutagdo L119F no gene GSTE2

A PCR convencional foi realizada para detectar a mutacdo L119F no gene GSTEZ2, de
Anopheles arabiensis de Cabo Verde, de acordo com o protocolo descrito por da Cruz et al
(2019). Os primers forward (5’- AGTTCGCTGCGAAAATGTCC-3’) e reverse (5’-
CCAAATGCTTCCAAATTTAACTC-3") foram utilizados na reagdo (volume final: 25 pl)
para amplificar um fragmento de 895 pb (Apéndice C) (MAIA, 2013) e a reacdo seguiu a
seguinte programacdo: desnaturacao inicial a 94°C por 2 min, 35 ciclos de desnaturacédo a 94
°C por 1 min, anelamento a 52 °C por 1 min, extensdo a 72 °C por 1 min; e uma extens&o final
a 72 °C por 5 min. Os reagentes utilizados na reagdo e suas respectivas concentragdes estao
descritas na Tabela 10. Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1% em Tris-Borate-EDTA (TBE) com brometo de etidio (5 mg/ml) e visualizados em
transiluminador UV. Posteriormente, os produtos de PCR foram sequenciados, a fim de

procurar a mutagdo de interesse.

Tabela 10 — Reagentes e concentragdes especificas para a detec¢do da mutagdo L119F no gene GSTE2 de
Anopheles arabiensis.

Reagentes Volume de uso (ul) Concfei.\gglragao
H,O mili-Q autoclavada - Até perfazer 25pl
tampdo Green GoTag® (Promega, USA) 2,5 5X
dNTP (Promega, USA) 2,5 2 mM
Primer forward GSTE2-Ag 1,0 10 uM
Primer reverse GSTE2-Ag 1,0 10 pM
MgCl; (Promega, USA) 1,0 25 mM
TagDNA polimerase (Promega, USA) 0,25 5 U/l
DNA molde 2,0 10 ng/pl

Fonte: o autor.

Para deteccdo da mutacdo L119F nas populacGes de Anopheles coletadas no municipio
do Conde, foi amplificado um fragmento de aproximadamente 717 pb, usando o par de
primers  PFGSTE2 (5-TGCACACCCTTCACCTTAGC-3’) e PRGSTE2 (5’-
CGTTGGCCTCCTCGTAGTAC-3"). Esses primers foram desenhados usando a ferramenta
Primer 3 Plus, baseado no gene GSTE2 de Anopheles darlingi disponivel no Vectorbase
(codigo de acesso: ADAC008205) (Apéndice D). Os reagentes utilizados na reagdo estdo
descritos na tabela 11 e a amplificacdo foi realizada seguindo as mesmas condicGes utilizadas

para a populacdo de Anopheles arabiensis coletada em Cabo Verde, com modificacdo apenas
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na temperatura de anelamento (54 °C). Os produtos de PCR também foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1% em Tris-Borate-EDTA (TBE) com brometo de etidio (5
mg/ml) e visualizados em transiluminador UV. Posteriormente, estes produtos foram

sequenciados.

Tabela 11 - Reagentes e concentragOes especificas para a deteccdo da mutagdo L119F no gene GSTE2 de
espécies de Anopheles coletados no municipio do Conde.

Reagentes Volume usado (ul) Concf?gglragao
Go tag® Color Less Master Mix (Promega, 13.0
USA) ’ 1X
H.O livre de nuclease (Promega, USA) 8,75 Até perfazer 25ul

PFGSTE2 1,0 10 uM

PRGSTE2 1,0 10 uM

MgCl, (Promega, USA) 0,25 25 mM

DNA molde 1,0 10 ng/ul

Fonte: o autor.

6.4.4 Sequenciamento de DNA, analise e detec¢do de mutacdes

Os fragmentos de DNA, de amostras coletadas nas duas regides de estudo,
amplificados por PCR para avaliacdo de mutagdes foram enviados para sequenciamento no
Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas (NPT) da FIOCRUZ-PE, mediante o sistema automatico
ABI 3500xI (Applied Biosystems). Os eletroferogramas gerados no sequenciamento foram
lidos no Programa CodonCode Aligner (versdo 4.7) no qual foi feita uma avaliacdo da
qualidade das sequéncias, edicdo e montagem dos contigs (Sequéncias com qualidade > 20
foram utilizadas para gerar as sequéncias consenso com base no critério de PHRED). O
alinhamento das sequéncias e identificacdo das mutacGes foi feito no programa BioEdit
usando o algoritmo Clustal W (verséo 7.2.6) (HALL, 1999).

6.5 Estudo da diversidade genética de populagtes de Anopheles

Para esta andlise, dois genes mitocondriais frequentemente usados em estudos

evolutivos, citocromo C oxidase subunidade I (COIl) e NADH desidrogenase subunidade 5

(ND5) foram amplificados por PCR a partir do DNA de amostras de mosquitos de Anopheles,
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referente as coletas no item 6.2.1.1 representativo da ilha de Santiago e do municipio do
Conde.

Foram utilizados um primers, Forward (5°-
GGAGGRTTTGGAAAYTGAYTAGTYCC-3) e Reverse (5°-
GCWGAWGTAAARTAAGCTCGWGTATC-3’) para amplificar um fragmento de
aproximadamente 698 pb do gene COI das espécies de Anopheles de Cabo Verde e municipio
do Conde (PAIVA et al, 2018). O par de primers DMP3A (5-
AGGATGAGATGGCTTAGGTT-3") e 19CL (5’-CTTCCA CCAATTACTGCTATAACAG-
3”) foi utilizado para amplificar um fragmento de aproximadamente 969 pb do gene ND5 em
anofelinos coletados em Cabo Verde (ABOUD et al., 2014).

Para as espécies de Anopheles coletadas no municipio do Conde, um fragmento de
aproximadamente 417pb do gene ND5 foi amplificado usando o par de primers degenerados
PFND5DEG (5°-GCY CCH ACN CCD GTD TCH GC-3’) e PRND5DEG (5°- GCY AAR
AAA GGY ATN CCA CAT AAR GC-3°). Esses primers foram desenhados*? usando a

ferramenta Primer 3 Plus, baseado no alinhamento de sequéncias ND5 das diferentes espécies

de Anopheles encontradas no municipio do Conde-PB.

As reacOes de PCR foram realizadas utilizando o kit Go Tag® Colorless Master mix,
conforme as instrucdes do fabricante (Promega). As concentragdes dos reagentes utilizados
para amplificar os genes COIl e ND5 das espécies de Anopheles coletadas tanto em Cabo
Verde como no municipio do Conde estdo descritas nas tabelas 12, 13 e 14. A PCR que tem
como alvo o gene COI de anofelinos de Cabo Verde e municipio do Conde foi realizado nas
seguintes condigdes: desnaturacdo a 94 °C por 2 min, 35 ciclos de desnaturacéo inicial a 94 °C
por 1 min, anelamento a 58°C 50 seg, extensdo inicial a 72°C por 1 min; e uma extens&o final a 72
°C por 8 min. A PCR que visa amplificar o gene ND5 de anofelinos de Cabo Verde foi
realizado nas seguintes condicOes: desnaturacdo a 94 °C por 4 min, 35 ciclos de desnaturacéo
inicial a 94 °C por 1 min, anelamento a 62°C por 1 min, extenséo inicial a 72 °C por 1 min; e uma
extensao final a 72 °C por 7 min. Por sua vez, a PCR que visa amplificar o ND5 das espécies de
Anopheles coletadas no municipio do Conde foi realizada usando as seguintes condicdes:
desnaturacéo a 94 °C por 3 min, 35 ciclos de desnaturacéo inicial a 94 °C por 30s, anelamento a 45

°C 30s, extensdo inicial a 72 °C por 1 min; e uma extensdo final a 72°C por 5 min. Para

12 Esses primers foram desenhados pelo fato do gene ND5 das espécies de Anopheles coletadas no
municipio do Conde ndo apresentarem regides suficientemente conservadas quando alinhadas com Anopheles

arabiensis.
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amplificacdo do gene COI de anofelinos coletados no municipio do Conde, foi usado as mesmas
condicdes de PCR descritas no item 6.2.1.2.

Os produtos das PCRs foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% em
TBE 0,5X e visualizado em transiluminador UV. Em seguida, os produtos foram
sequenciados no Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas (NPT) da FIOCRUZ-PE mediante o
equipamento ABI 3500xI da Applied Biosystems, utilizando o método de Sanger.

Tabela 12 - Reagentes e concentragdes especificas para amplificacdo do gene COIl de Anopheles spp. coletados
na ilha de Santiago e no municipio do Conde-PBA.

Reagentes Volume de uso (ul) Concfeirr:gl’agao
H,O mili-Q autoclavada  ------ Até perfazer 25pl
tampdo Green GoTag® (Promega, USA) 5,0 5X
dNTP (Promega, USA) 2,0 2mM
Primer Fw - COI 1,0 10 pM
Primer REV - COI 1,0 10 uM
MgClI; (Promega, USA) 2,5 25 mM
TagDNA polimerase (Promega, USA) 0,2 5 U/l
DNA molde 1,5 10 ng/ul

Fonte: o autor.

Tabela 13 - Reagentes e concentracOes especificas para amplificacdo do gene ND5 de Anopheles spp. coletados
na ilha de Santiago.

Reagentes Volume de uso (ul) Conﬁc?rr:gl’agao
H,O mili-Q autoclavada ~ ------ Até perfazer 25pl
tampdo Green GoTag® (Promega, USA) 5,0 5X
dNTP (Promega, USA) 2,0 2mM
DMP3A 1,0 10 uM
19CL 1,0 10 uM
MgCl; (Promega, USA) 2,5 25 mM
TagDNA polimerase (Promega, USA) 0,2 5 U/ul
DNA molde 1,5 10 ng/ul

Fonte: o autor.
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Tabela 14 - Reagentes e concentragdes especificas para amplificacdo do gene ND5 de Anopheles spp. coletados
no municipio do Conde-PB.

Reagentes Volume usado (pul) Concf?ggagao
Go tag® Color Less Master Mix (Promega, 13.0
USA) ’ 1X
H.O livre de nuclease (Promega, USA) 8,75 Até perfazer 25ul
PFND5DEG 1,0 10 uM
PRND5DEG 1,0 10 uM
MgCl, (Promega, USA) 0,25 25 mM
DNA molde 1,0 10 ng/pl

Fonte: o autor.

6.5.1 Andlise estatistica das informagdes genéticas

Foram realizados dois grupos de andlises: uma analise local da variabilidade genética
dos genes COI e ND5 das populacGes de Anopheles coletadas em Cabo Verde e no municipio
do Conde; uma anélise global comparando as sequéncias dos genes COIl e ND5 das
populacdes de Anopheles coletadas em Cabo Verde com um conjunto de dados de outros
paises obtidos a partir do GenBank para verificar a relagdo genética entre eles.

Eletroferogramas gerados no sequenciamento dos genes supracitados foram editados
(edicdo e montagem de contigs) no programa CodonCode Aligner v. 4.7 e um alinhamento
multiplo foi gerado no Bioedit usando o algoritmo Clustal W (numero de Bootstrap:1000)
(HALL, 1999). A diversidade genética das populacbes de Anopheles usadas neste estudo foi
estimada usando o software DNASP versdo 5.10.01 (LIBRADO; ROZAS, 2009) e os
seguintes parametros foram calculados: nimero de sitios polimorficos (S), diversidade de
haplotipos (hd) e diversidade nucleotidica (). Além disso, testes de neutralidade (Teste D de
Tajima e Fu & Li) foram realizados para testar a hipotese da evolucdo nula (FU & LI, 1993;
TAJIMA, 1989).

A fim de determinar as relagdes evolutivas dos anofelinos para cada regido de estudo,
inferéncias filogenéticas, a partir da frequéncia de haplotipos, foram realizadas baseado no
método de Maxima verossimilhanga, usando PhyML v.3.0 (GUINDON et al., 2010). As
arvores geradas foram visualizadas e editadas usando a ferramenta iTOL v.4 (LETUNIC;
BORK, 2019). Para verificar a frequéncia e a relacdo entre os diferentes haplotipos das

populagdes de Anopheles estudadas, em ambos os genes, o software Population Analysis with
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Reticulate Tree (PopArt v.1.7) foi usado para construir diferentes redes de haplotipos
utilizando o método de Median Joining Network (BANDLET; FORSTER; ROHL, 1999). Por
ultimo, a diferenciacdo genética e fluxo génico entre os locais de coleta das populacbes de
Anopheles, para ambos os genes, foram estimados a partir do indice de fixacdo par-a-par (Fst)
e numero de migrantes (Nm) respectivamente, usando o software Arlequin v.3.5
(EXCOFFIER; LISCHER, 2010). Para testar a significancia do Fst, 1023 permutacdes foram
realizadas e os P-values gerados. A significancia foi definida em P < 0,05. Valores de Fst
entre 0,00-0,05 indicam pouca diferenciagdo genética, 0,05-0,15 diferenciacdo moderada,
0,15-0,25 alta diferenciacdo e acima de 0,25 um grau muito alto de diferenciacdo genética
(BRAGINETS et al., 2003; KADDUMUKASA et al., 2020; PRITCHARD; STEPHENS;
DONNELLY, 2000; SLATKIN, 1985). Esse mesmo programa foi usado para verificar a
correlacdo entre a distancia genética e distancia geografica entre as populacdes de Anopheles
arabiensis analisadas neste estudo, por meio do teste de Mantel baseado em 1000
permutacdes (MANTEL, 1967).

7 CONSIDERACOES ETICAS

Em relagdo a amostragem realizada em Cabo Verde, o trabalho ndo envolveu aspectos
éticos com procedimentos envolvendo seres humanos ou animais de laboratério. Portanto, nao
se fez necessario obter o parecer do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) e/ou da Comissdo de
ética no uso de Animais (CEUA). Quanto as coletas realizadas no municipio do Conde-PB,
foram usadas amostras cedidas pelo projeto “Investigacdes dos casos de malaria registrados
no municipio do Conde, estado da Paraiba, em 2019, com base em inquérito
epidemioldgico, clinico, laboratorial e entomoldgico” (nimero de parecer: 3.494.568),
aprovado pelo CEP/IAM (anexo), uma vez que parte da amostragem foi realizada no interior

dos imoveis.
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8 RESULTADOS

8.1 Identificacdo morfoldgica e molecular de anofelinos coletados nas duas regides de

estudo

8.1.2 llha de Santiago

Um total de 549 mosquitos do género Anopheles, em 2017, em dois bairros da cidade da
Praia, ilha de Santiago (Achada Grande Tras — 326; Véarzea - 223) foram morfologicamente
identificados como pertencentes ao complexo An. gambiae.

Do total de individuos identificados por taxonomia classica, 241 exemplares foram
utilizados para a identificacdo molecular de espécies do complexo Anopheles gambiae. A
amplificacdo da regido IGS ocorreu em 235 amostras de DNA obtidos e An. arabiensis foi a
Unica espécie do complexo presente nos individuos coletados, como mostra a figura 26. De
forma aleatoria, 10 amostras de produto de PCR foram sequenciadas e posteriormente a

identidade das espécies foi confirmada através de BLASTn no NCBI.

Figura 26 — Perfil eletroforético dos fragmentos amplificados a partir da PCR da regido 1GS utilizado para
taxonomia molecular de mosquitos do complexo Anopheles gambiae.

s

Fonte: o autor.
Legenda: MM - Marcador molecular 1Kb plus DNA ladder; CN — controle negativo da reagdo; 1 — Anopheles
gambiae s.s usado como controle positivo da reacdo (390 pb); 2 a 4 — Anopheles arabiensis (315pb).
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8.1.3 Municipio do Conde — PB

Durante o periodo de estudo na Paraiba, 73 pontos de coleta foram investigados,
distribuidos pelas localidades do municipio do Conde. Destes pontos, em 16 foram
encontrados anofelinos (21,9%) (Figura 27), nos quais um total de 323 mosquitos do género
Anopheles foram coletados. Em colaboragdo com um taxonomista, inicialmente, foi feita a
taxonomia classica de apenas cinco individuos. Mas, devido a forma de coleta, varias
caracteristicas morfoldgicas foram perdidas. Assim, a identificacdo foi realizada através da
amplificacdo e sequenciamento de um fragmento especifico do gene COI.

O DNA de 318 amostras™ foi sequenciado para identificacdo molecular das espécies.

Destes, 303 sequéncias tiveram qualidade satisfatoria para analise. Portanto, 303 espécimes
foram identificados, comparando as sequéncias de COIl das amostras coletadas com
sequéncias de COI disponiveis nos bancos de dados do NCBI e Bold System, dos quais nove
espécies foram identificadas: An. aquasalis (135), An. albitarsis s.I (30), An. argyritarsis (18),
An. minor (62), An. triannulatus (32), An. peryassui (15), An. oswaldoi (5), An. braziliensis
(3) e An. sawyeri (3). As trés primeiras espécies sdo consideradas potenciais transmissores do
parasita causador da maléria no estado da Paraiba. As 20 sequéncias que ndo tiveram a
espécie identificada por meio de analise molecular foram identificadas como Anopheles spp.
(Tabela 15). As espécies mais abundantes encontradas neste estudo foram An. aquasalis
(41,79%) e An. minor (19,20%), correspondendo a 60,99% dos anofelinos coletados. A
identidade de todas as espécies identificadas molecularmente foi confirmada através da
reconstrucdo filogenética altamente robusta, utilizando a inferéncia bayesiana (Figura 28). Do
total de anofelinos coletados'®, 156 foram coletados no extradomicilio, 13 no intradomicilio e

154 no peridomicilio (Tabela 16). Das armadilhas utilizadas para a captura, a CDC luminosa
foi a que coletou maior nimero de anofelinos (132), seguido da BG sentinel + gelo seco (81).
Por outro lado, a coleta por Shannon (1) e BG sem gelo seco (2) ndo se mostraram eficientes

neste estudo.

3 Nao foi possivel a obtengdo do DNA dos cinco anofelinos, inicialmente identificados morfologicamente,
portanto foram identificados provisoriamente como Anopheles spp.

 Inclui 5 Anopheles spp. os quais néo foi possivel extrair o DNA para analises moleculares, 20 Anopheles spp.
cujas sequéncias ndo tiveram qualidade satisfatoria para identificacdo molecular e os restantes 303 espécimes
identificados.
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Figura 27 — Pontos de coleta de mosquitos do género Anopheles no municipio do Conde-PB, de julho a
novembro de 2019.

Brasil « i

Legenda

(") Pontos de coleta negativos [

Fonte: editado no ArcGis (2019).
Legenda: Os pentagonos indicam a distribuicdo de 73 pontos investigados para coleta de mosquitos do género

Anopheles: pentadgonos brancos - locais investigados onde anofelinos ndo foram encontrados; pentagonos
amarelos - locais investigados positivos para anofelinos. letras mailsculas de A a F - seis principais bairros onde
0s mosquitos foram coletados e estéo descritos na legenda da figura 21.



Tabela 15 — NUmero de espécies de Anopheles coletadas através de diferentes instrumentos no municipio do Conde de julho a novembro de 2019.

Instrumentos de coleta

Espécies de Anopheles - .
Aspirador BG +geloseco BGsemgeloseco C.decastro CDC luminosa Shanon Total

An. albitarsis s.1 14 8 0 4 4 0 30
An. minor 18 7 0 36 1 0 62
An. aquasalis 2 43 2 1 86 1 135
An. oswaldoi 0 0 0 3 2 0 5

An. triannulatus 0 4 0 2 26 0 32
An. argyritarsis 3 8 0 2 5 0 18
An. peryassui 2 0 0 13 0 0 15
An. braziliensis 0 0 0 1 2 0 3

An. sawyeri 0 0 0 1 2 0 3

Anopheles spp*. 0 11 0 5 4 0 20
Total 39 81 2 68 132 1 323

Fonte: o autor.
* - sem identificagio molecular.
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Tabela 16 — NUmero de espécies de Anopheles coletadas no municipio do Conde por ambiente de coleta no

periodo de julho a novembro de 2019.

Ambiente de coleta

Espécies de Anopheles

Intradomicilio Peridomicilio Extradomicilio Total

~

An. albitarsis s.l
An. minor

An. aquasalis
An. oswaldoi
An. triannulatus
An. argyritarsis
An. peryassui
An. braziliensis
An. sawyeri
Anopheles spp*.
Total

el el SloleolNoll )

[EEN
w

22
58
29
3
9
10
14
1
3
5
154

1
0
105

23

N O

15
156

30
62
135
5
32
18
15
3
3
20
323

Fonte: o autor.
* - sem identificacdo molecular
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Figura 28 — Arvore filogenética do fragmento do gene COI de anofelinos coletados no municipio do Conde, de
julho a novembro de 2019.

Escala: 0.1+

Clados
|:| Ad. squamipennis I:I An. peryassui l:l An. triannulatus An. oswaldoi
An. evansae
I:I An. minor D An. argyritarsis [:I An. albitarsis
o An. sawyeri I:I An. aquasalis
I:' An. braziliensis

Fonte: o autor.

Legenda: Ad., Aedomya. Triangulos representam clados colapsados: vermelho representa espécies do género
Culex, cor verde do género Aedes e cinza do género Anopheles. As estrelas representam as espécies coletadas no
municipio do Conde. Valores de suporte de ramo refletem valores de probabilidade posterior. A escala representa
a distancia evolutiva entre as espécies. Arvore disponivel online:
https://itol.embl.de/tree/200133261452041582127131. A éarvore foi construida usando o método de bayesiana,
baseada no modelo de selecdo automatica SMS (Smart Model Selection) da plataforma PhyML-ATCG. O
melhor modelo automético retornado pela plataforma foi GTR+G+I.



https://itol.embl.de/tree/200133261452041582127131
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Dos 16 pontos de coletas positivos para anofelinos, os pontos P6 e P16 foram os que
registraram maior abundancia, correspondendo a 66,9% (216) do total de Anopheles coletados
(Figura 29 e Tabela 17). Além disso, os pontos supracitados foram os que também
apresentaram maior diversidade de espécies de Anopheles, como mostra a figura 30. O ponto
P16 se trata de uma &rea mais arborizada, afastada do aglomerado urbano, j& o ponto P6 se
trata de uma &rea proximo a um corredor ecoldgico constituido por rios e manguezais,
também afastado do aglomerado urbano. As espécies An. aquasalis e An. albitarsis s.l foram
coletadas em maior nimero de pontos de coleta, e An. oswaldoi, An. braziliensis e An.

sawyeri foram coletadas em apenas trés pontos, conforme detalhado na tabela 17.

Figura 29 — Densidade de anofelinos por ponto de coleta no municipio do Conde-PB, de julho a novembro de
2019.

Legenda
Anopheles sp.

Coletados (n)

Fonte: editado no ArcGis (2019).
Legenda: A densidade dos Anopheles é representada por seis pentdgonos amarelos que variam em tamanho,
variando de 1 a 125 mosquitos coletados por ponto. As letras mailsculas de A a F - bairros onde 0s mosquitos
foram coletados e séo descritos na legenda da figura 21.
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Figura 30 - Diversidade de espécies de Anopheles por ponto de coleta no municipio do Conde-PB, de julho a
novembro de 2019.

Legenda

An. aquasalis
An. minor

An. albitarsis
An. triannulatus
An. argyritarsis
An. peryassui
An. oswaldoi
An. braziliensis

An. sawyeri

Anopheles spp

0,75 1,5 3 Km

-
-

Fonte: editado no ArcGis (2019).
Legenda: circulos coloridos referem-se as suas espéecies de Anopheles correspondentes: circulo amarelo —
An.aquasalis; circulo verde — An. minor; circulo azul claro — An. albitarsis s.I; circulo azul escuro —
An.triannulatus; circulo roxo — An. argyritarsis; circulo rosa — An. peryassui; circulo laranja — An. oswaldoi;
circulo verde claro — An. braziliensis; circulo verde escuro — An. sawyeri; circulo cinza — Anopheles spp. As
letras maitsculas de A a F referem-se aos seis principais bairros onde os mosquitos foram coletados e séo
descritos na legenda da figura 21.

As é&reas com maior risco de ocorréncia de malaria com base na analise da distribuicdo
dos anofelinos coletados e de casos registrados no municipio estdo identificadas no mapa de
estimativa de densidade do kernel (KDE) (Figura 31). A maior concentracdo de casos,
notificados no municipio do Conde, durante o surto ocorrido em 2019, foi registrada entre as
areas C e D, seguida da area A. (Figura 31.a). Analise da distribuicdo dos trés potenciais
vetores da malaria no estado da Paraiba - An. albitarsis s.I, An. argiritarsis e A. aquasalis -
por pontos de coleta (Figura 31.b, 31.c), mostrou que 0s pontos entre as areas C e D foram os
que apresentaram maior risco de transmissdo e maior risco de ocorréncia dessas
espécies. Vale destacar a existéncia de uma segunda area de alto risco para An. aquasalis e

An. argyritarsis na area B (Figura 31.c).
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Tabela 17 — Densidade de espécies de Anopheles coletadas por ponto de coleta no municipio do Conde-PB, de julho a novembro de 2019.

Pontos de An. An. An. An. An. An. An. An. An. Anopheles Total
coleta (P) aquasalis* minor albitarsis s.I* triannulatus argyritasis* peryassui oswaldoi braziliensis sawyeri spp.
1 - - - - 1 - - - - - 1
2 - - 1 - - - - - - - 1
3 1 - - - - - - - - - 1
4 - 6 - - - - - - - 6
5 2 9 4 - - - - 1 16
6 1 51 7 3 3 15 3 1 2 5 91
7 - 2 - - - - - - - - 2
8 10 - 1 - - - - - - 12
9 1 - 1 - - - - - - - 2
10 - 2 - - - - - - 1 3
11 - 5 - - 1 - - - - - 6
12 32 - - - 5 - - - - 9 46
13 - - - - - - - - - 1
14 1 - - - - - - - - - 1
15 4 2 - - 3 - - - - - 9
16 85 - 2 25 4 - 2 2 1 4 125
Total 135 62 30 32 18 15 5 3 3 20 323

Fonte: o autor.
Legenda: * Potencial vetor na transmissao do parasita causador da malaria no estado da Paraiba.
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Figura 31 - Mapa de estimativa de densidade do kernel (KDE) mostrando as areas de risco para a ocorréncia de
maldaria e de trés potenciais da maldaria, no estado da Paraiba.

T E ; 2 =N

Legenda
(®) Importado/ recidiva
@ 2casos
@ Recidiva

@ 1cs0

bl Estimador de intensidade de kernel
h Do de Py

e SN > R,
Fonte: adaptado do ArgqGis (2020).
Legenda: Os pontos quentes (hotspot) sdo identificados em uma escala de cores de verde a vermelho (risco baixo
a alto, respectivamente). a, KDE de casos de malaria com base no nimero e distribuicdo de casos por
residéncias. Os circulos coloridos identificam a distribuicdo dos casos de malaria por geolocalizacdo. Cada
circulo verde indica um caso; o circulo amarelo indicando um caso importado da Venezuela, com recidiva apds o
tratamento; os circulos laranjas indicando casos que apresentaram recidiva ap6s o tratamento; circulos vermelhos
indicando residéncias onde foram registrados dois casos; b, KDE de distribui¢do de An. albitarsis s.I por pontos
de coleta; ¢, KDE de distribuicdo de An.aquasalise An. argyritarsis por pontos de coleta. As letras
maiusculas de A a F referem-se aos seis principais bairros onde os mosquitos foram coletados e estdo descritos
na legenda da figura 21.

8.2 Determinacdo de infeccdo natural por Plasmodium spp. em anofelinos coletados no

municipio do Conde, estado da Paraiba

Para deteccdo de Plasmodium spp. foram utilizados um total de 312 fémeas de espécies

de Anopheles coletadas no municipio do Conde. Destes, 64 mosquitos fémeas™ tinham

realizado repasto sanguineo antes da captura (observacdo feita durante a separacdo dos
mosquitos coletados, no microscopio estereoscopico). A Nested-PCR realizada separadamente
para cada seccdo (cabeca/torax e abdomen) ndo detectou nenhuma amostra positiva no
conjunto analisado (Figura 32).

1> An. aquasalis (n =39), An. minor (n = 2), An. albitarsis s.I (n = 3), An. argyritaris (n = 4), An.braziliensis (n =
2), An. peryassui (n = 1), An. sawyeri (n =1),), An. triannulatus (n = 10), Anopheles spp. (n = 2).
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Figura 32 - Perfil eletroforético dos fragmentos amplificados a partir da Nested-PCR da regido 18S-RNAr de
Plasmodium spp.

Fig.A: Nested-PCR género especifico Fig.B: Nested-PCR espécie especifica

.

~1200pb
~205pb,
~120pb,

Fonte: o autor.

Legenda: MM, marcador molecular 1Kb Plus DNA Ladder; CNR, controle negativo da reacdo; 1, 2, 3,4 e 5,
amostras negativas; CPPF, controle positivo de Plasmodium falciparum; CPPV, controle positivo Plasmodium
vivax.

8.3 Deteccdo de mutacOes associados a resisténcia aos inseticidas quimicos

A genotipagem de fragmentos dos genes de resisténcia foi realizada para a populagéo
de Anopheles arabiensis coletada em Cabo Verde e para trés espécies consideradas potenciais
vetores da malaria proveniente do municipio do Conde-PB: Anopheles aquasalis, Anopheles

albitarsis s.l e Anopheles argyritarsis.

8.3.1 Deteccdo da mutagdo G119S no gene ace-1

Para o fragmento de gene ace-1, a analise molecular revelou a auséncia da mutago
G119S em 157 individuos de Anopheles arabiensis investigados. Todos os individuos foram
considerados homozigotos para a forma selvagem do gene (Tabela 18). Produtos da PCR,
escolhidos de forma aleatéria (10 amostras), foram enviados para o sequenciamento e a

auséncia da mutacdo G119S nas amostras analisadas foi confirmada.
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Tabela 18 — Genotipo do locus ace-1 de Anopheles arabiensis nas diferentes localidades de coleta da cidade da

Praia, Ilha de Santiago.

Locais de coleta N Genotipos
Vérzea 34 34 0 0
AGT 123 123 0 0
Total 157 157 0 0

Fonte: o autor.

Legenda: N - Numero de Anopheles arabiensis analisados; AGT — Achada Grande Tras; RR — gendtipo
homozigoto com a mutacdo G119S; RS — geno6tipo heterozigoto; SS genotipo homozigoto sem a mutagdo

G119S.

O sequenciamento do fragmento do gene ace-1 para as trés espécies de Anopheles

(Anopheles aquasalis, Anopheles albitarsis s.I e Anopheles argyritarsis), coletadas no

municipio do Conde-PB, consideradas para analise também revelou a auséncia da mutacédo

supracitada (Tabela 19). O total de individuos analisados para cada espécie foi: Anopheles

aquasalis — 40 (37 sequéncias com qualidade satisfatéria para analise); Anopheles albitarsis

s.I — 30 (29 sequéncias com qualidade satisfatoria para analise); Anopheles argyritarsis — 18

(16 sequéncias com qualidade satisfatoria para andlise).

Tabela 19 - Gen6tipos do locus ace-1 de trés espécies de Anopheles (An. albitarsis s.I, An. aquasalis e An.
argyritarsis) coletadas em diferentes areas do municipio do Conde-PB.

Espécies (N) Areas de coleta Gen6tipos do locus acel

SS RR RS
Area F 9 0 0
o Area C 1 0 0
An. all(:)3|toa;r5|s s.l Area D 11 0 0
Area E 8 0 0
Total 29 0 0
Area B 10 0 0
Area C 4 0 0
An. aquasalis (40) Area D 10 0 0
Area F 13 0 0
Total 37 0 0
Area B 5 0 0
. Area C 4 0 0
An. ar(%r)ltarsw érea D 1 0 0
Area F 6 0 0
Total 16 0 0

Fonte: o autor.

Legenda: N - nimero de individuos analisados; RR — gendtipo homozigoto com a mutagdo G119S; RS —
genotipo heterozigoto; SS gendtipo homozigoto sem a mutagdo G119S. Area B, Carapibus; Area C, Conjunto

Rio do Ouro; Area D, Vila de Jacum&; Area E, Baratna; Area F, Gurugi.
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8.3.2 Deteccéo da mutagdo L119F no gene GSTE2

Do total de 107 individuos da espécie Anopheles arabiensis, coletados em Cabo Verde,
sequenciados, 102 amostras tiveram qualidade satisfatoria para analise. A sequéncia
codificadora completa (600 pb) do fragmento de GSTE2 amplificado foi analisada e a

mutacdo pontual L119F ndo foi encontrada em nenhuma amostra analisada (Tabela 20).

Tabela 20 — Geno6tipo do locus GSTE2 de Anopheles arabiensis nas diferentes localidades de coleta da cidade da
Praia, Ilha de Santiago.

Locais de coleta N Genotipos
Vérzea 59 59 0 0
Total 102 102 0 0

Fonte: o autor.

Legenda: N - Numero de Anopheles arabiensis analisados; AGT — Achada Grande Tras; RR — gendtipo
homozigoto com a mutacdo L119F; RS — gendtipo heterozigoto; SS - gendtipo homozigoto sem a mutacdo
L119F.

A genotipagem de GSTE2 para as trés espécies de Anopheles coletadas no municipio do
Conde-PB revelou também a auséncia da mutagdo L119F (Tabela 21). O total de individuos
analisados para cada espécie foi: Anopheles aquasalis — 40 (39 sequéncias com qualidade
satisfatoria para analise); Anopheles albitarsis s.I — 30 (28 sequéncias com qualidade
satisfatoria para andlise); Anopheles argyritarsis — 18 (17 sequéncias com qualidade

satisfatoria para analise).



101

Tabela 21 - Gen6tipos do locus GSTE2 de trés espécies de Anopheles (An. albitarsis s.I, An. aquasalis e An.
argyritarsis) coletadas em diferentes areas do municipio do Conde-PB.

Espécies (N) Areas de coleta  Gen6tipos do locus GSTE?2

SS RR RS

Area F 8 0 0

An. albitarsis s | Area C 1 0 0

n. albitarsis s. Area D 11 0 0
(30) )

Area E 8 0 0

Total 28 0 0

Area B 11 0 0

An i Area C 4 0 0

-aguasafls Area D 11 0 0
(40) )

Area F 13 0 0

Total 39 0 0

Area B 6 0 0

A - Area C 3 0 0

n. argyritarsis Area D 1 0 0
(18) .

Area F 7 0 0

Total 17 0 0

Fonte: o autor.
Legenda: N - nimero de individuos analisados; RR — genétipo homozigoto com a mutagdo L119F; RS —
genGtipo heterozigoto; SS - gen6tipo homozigoto sem a mutagio L119F; Area B, Carapibus; Area C, Conjunto
Rio do Ouro; Area D, Vila de Jacum; Area E, Baratna; Area F, Gurugi.

8.3.3 Deteccao de mutacgdes do tipo Kdr no gene Na,

De 152 Anopheles arabiensis de Cabo Verde sequenciados para o gene Nay, 137 tiveram
qualidade satisfatria para analises. Destes, 10 apresentaram o gendétipo de heterozigoto (RS)
e 16 homozigoto (RR) para a mutagdo kdr-east (L1014S). Por outro lado, 16 mosquitos
apresentaram o genoétipo de heterozigoto (RS) e 14 homozigoto (RR) para a mutacdo a kdr-
west (L1014F). Os demais individuos analisados (81) apresentaram a forma selvagem do
gene. As frequéncias alélicas de L1014S e L1014F encontradas foram de 0,15 e 0,17
respectivamente (Tabela 22). A frequéncia alélica de L1014F encontrada foi igual em
individuos coletados nos dois bairros. Por outro lado, a frequéncia alélica de L1014S foi

maior no bairro da Varzea (Figura 33).
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Tabela 22 - Genétipo e frequéncia dos alelos L1014S e L1014F, do gene Na,da populacdo de Anopheles
arabiensis coletada em diferentes localidades da cidade da Praia, Cabo Verde.

. Gendtipo  Freq. Genotipos  Freq. Genotipos  Freq.
Localidades susceptiF\)/eI Alélion L10145  aldlioan  L1014F  alélioa
SS S RR RS R1 RR RS R2

Varzea 69 44 0,66 12 1 0,18 10 2 0,16
AGT 68 37 0,71 4 9 0,13 4 14 0,16
Total 137 81 0,68 16 10 0,15 14 15 0,17

Fonte: o autor.

Legenda: N - Numero de Anopheles arabiensis analisados; AGT — Achada Grande Tras; RR — individuos
homozigotos resistentes; RS — individuos heterozigotos; SS individuos homozigotos suscetiveis, R — alelo

resistente L1014S; S — alelo selvagem.

Figura 33 - Distribuicdo da frequéncia alélica de L1014S e L1014F, do gene Na,, em mosquitos Anopheles

coletados na cidade da Praia, Cabo Verde.

-23
1

Cidade da Praia

14

14

14

.7 Legenda Varzea
[ L1014
B Li0v4s
B Liov4F 0%
Sistema viario n=69
i Cidade da Praia
hos
] 0.75 1.5 3 Kildmetros

Achada Grande Tras

71%

14

14

14

14

N

s

14

T
-23

Fonte: editado no QGis (2019).723
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Legenda: n — nimero total de individuos usados para deteccdo das mutagdes L1014S e L1014F no gene Na,.

Assim como os genes ace-1 e GSTEZ2, a genotipagem do gene Na, para as espécies de

Anopheles do municipio do Conde, consideradas para analise, revelou também a auséncia das

mutacdes pontuais L1014F/S (Tabela 23). O total de individuos analisados para cada espécie

foi: Anopheles aquasalis — 40 (38 sequéncias com qualidade satisfatoria para analise);
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Anopheles albitarsis s.I — 30 (29 sequéncias com qualidade satisfatoria para anéalise);
Anopheles argyritarsis — 18 (17 sequéncias com qualidade satisfatoria para analise).

Tabela 23 - Gen6tipos do locus Na, de trés espécies de Anopheles (An. albitarsis s.I, An. aquasalis e An.
argyritarsis) coletadas em diferentes areas do municipio do Conde-PB.

Espécies (N) Areas de coleta Gendtipos do locus Nay,
SS RR RS

Area F 9 0 0

An. albitarsis s.| Area C 1 0 0

. albitarsis s. Area D 10 0 0
(30) )

Area E 9 0 0

Total 29 0 0

Area B 12 0 0

An. a i Area C 4 0 0

- aquasalls Area D 10 0 0
(40) )

Area F 12 0 0

Total 38 0 0

Area B 6 0 0

An tarsi Area C 4 0 0

. argyritarsis Area D 1 0 0
(18) .

Area F 6 0 0

Total 17 0 0

Fonte: o autor.
Legenda: N - nimero de individuos analisados; RR — gendtipo homozigoto com as mutacdo L1014F/S; RS —
genGtipo heterozigoto; SS - gendtipo homozigoto sem as mutagdes L1014F/S; Area B, Carapibus; Area C,
Conjunto Rio do Ouro; Area D, Vila de Jacuma; Area E, Baratna; Area F, Gurugi

8.4 Estudo da diversidade genética de populacdes de Anopheles

8.4.1 Caracterizacdo genética da populacdo de Anopheles arabiensis coletada em Cabo
Verde

Para a avaliacdo local do gene COI, foram sequenciados um total de 50 individuos e 46
sequéncias tiveram qualidade satisfatéria para analise ap6s o sequenciamento, seguindo o
critério de PHRED. Desses, 29 individuos pertenciam ao bairro de Achada Grande e 17 ao
bairro da Varzea.

A edicdo das sequéncias no programa CodonCode Aligner resultou em um fragmento de
672 pb. As analises da diversidade genética dessas sequéncias revelaram, de modo geral, a

presenca de dois haplétipos para as duas localidades de estudo, um sitio segregante e uma
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diversidade nucleotidica de 0.00039. A diversidade genética entre as duas localidades foi
semelhante. Quanto aos testes de neutralidade, tanto o teste Tajima’s D como o teste de Fu e

Li's mostram-se néo significativos (P > 0,10) com valores positivos, como mostra a tabela 24.

Tabela 24 - Parametros genéticos e testes de neutralidade do gene COI de 46 individuos de Anopheles arabiensis
coletados em duas localidades da cidade da Praia no ano de 2017.

Parametros Populacdes analisadas

genéticos Varzea AGT Total
n 17 29 46
S 1 1 1
h 2 2 2
hd 0,309 0,246 0,264
T 0,00046 0,00037 0,00039
K 0,309 0,246 0,264
D 0,08512 ns - 0,05156 ns 0,21872 ns
D* 0,67700 ns 0,5985 ns 0,55053 ns

Fonte: o autor.

Legenda: S, nimero de sitios polimorficos; h, nimero de haplétipos; hd, diversidade haplotipica; n, diversidade
nucleotidica; K, nimero médio de diferencas nucleotidicas; D, teste de Tajima; D*, teste de Fu e Li's; ns, ndo
significante. P>0,10.

A rede de hapl6tipos construida usando o método de Median Joining Network mostra
que a relacdo entre os haplotipos diferiu por um passo mutacional (Figura 34). A tabela 25
mostra a distribuicdo dos haplétipos das populacBes de Anopheles arabiensis nas duas
localidades de coleta em Cabo Verde. Ambos os haplotipos (Hap 1 e Hap 2), foram
encontrados em todas as duas areas de coleta, e o haplétipo 1 foi mais frequente,

principalmente na populacdo de Achada Grande Trés.
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Figura 34 — Rede de haplétipos do gene COI (672 pb) das populacdes de Anopheles arabiensis coletados em
duas localidades da cidade da Praia, Cabo Verde, no ano de 2017.
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76
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Fonte: o autor.

Legenda: AGT, Achada Grande Tras; Hap 1, corresponde ao haplétipo 1; Hap 2, corresponde ao haplétipo 2; 76,
corresponde ao passo mutacional entre os hapl6tipos. O tamanho dos circulos é proporcional ao nimero de
individuos encontrados em cada haplétipo.

Tabela 25 — Distribui¢do dos hapl6tipos do gene COI de Anopheles arabiensis coletados nas duas localidades da
cidade da Praia, Cabo Verde, no ano de 2017.

Sitio variavel na sequéncia do gene COl  Freg. dos hap.
por Localidade

Haplétipos N 76 AGT VAR
H1 39 G 25 14
H2 7 A 4 3

Fonte: O autor
Legenda: N, nimero de individuos encontrado em cada haplétipo; AGT, Achada Grande Tras; VAR, Véarzea. A
tabela mostra o sitio varidvel quando comparados com o haplétipo mais comum (H1).

Para a analise global, sequéncias de COI obtidas no GenBank foram adicionadas ao
conjunto de dados de Cabo Verde. Apo6s Blastn no NCBI, foram retornados 72 sequéncias de
COI de Anopheles arabiensis. Sequéncias com mais de 25% de dados de sequéncias ausentes
foram eliminadas e as restantes (31) foram alinhadas no bioedit com a populagdo de Cabo
Verde. Apds alinhamento, o conjunto de sequéncias foi editado na ferramenta AliView v:1.26,
resultando num fragmento final de 441 pb. A combinacdo dos dados resultou num total de 77
sequéncias analisadas: Cabo Verde (46), Quénia (3), Malawi (3), Suddo (1), Zambia (4),
Arabia Saudita (4), Yemen (1), Etiopia (14) e Uganda (1) (Apéndice E).

A anélise de polimorfismos entre as populacGes resultou em 3,17% (14/441) de sitios
segregantes, dos quais sete foram informativos - “parsimony informative sites” (4, 76, 127,
154, 280, 325, 427) (Apéndice F). No total, foi observado uma diversidade nucleotidica (x) de
0,0446 e uma diversidade haplotipica (h) de 0,717. Quando comparados os paises, Etiopia (h
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=11, hd = 0,957) e Malawi (h = 3, hd = 1) foram os mais diversos. O teste de Tajima’s D foi
negativo (-2.20972) e estatisticamente ndo significante (P-value > 0,05) (Tabela 26). Além
disso, quando os dados de Cabo Verde foram combinados com o grupo de dados obtidos do
GenBank, um total de 17 haplétipos foram encontrados. Os haplétipos Hap 1 (n = 11
sequéncias), Hap_16 (n = 29) e Hap_17 (n = 7), foram os mais frequentes. Esses dois ultimos
foram encontrados exclusivamente nas popula¢es de Cabo Verde. Além disso, o Hap_4,
considerado o haplétipo mais antigo deste grupo de dados, foi encontrado exclusivamente no
Yemem. Ja o Hap_1 foi o mais disperso (Figura 35 e Figura 36, Tabela 27). Apesar de Cabo
Verde ndo compartilhar hapl6tipos com nenhum outro pais, os haplotipos 16 e 17 encontrados
na populacdo de Anopheles arabiensis de Cabo Verde se mostraram filogeneticamente mais
préximas do Hap_8 encontrado na Etidpia (cddigo de acesso: MK628484.1), com 99,77% e
99,55% de identidade respectivamente (Figura 37).

Tabela 26 - Pardmetros genéticos e testes de neutralidade do gene COI de 77 individuos de Anopheles arabiensis
usados na andlise global.

Parametros genéticos e testes de neutralidades

h hd T K D D*

2 0,309 0,00046 0,309 0,08512 ns 0,67700 ns
2 0,246 0,00037 0,246 -0,05156 ns 0,5985 ns
2
1

Populacdes n S
Varzea (CV) 17 1
AGT (CV) 29 1
1
0

Zambia 4 0,500 0,00113 0,500 -0,61237ns -0.61237 ns
Quénia 3 0,0 0,0 0,0 nd nd
Etiopia 14 11 11 0,957 0,00488 2,154 -1,48716 ns -1,26905 ns
Uganda 1 nd nd nd nd nd nd nd
Arabia Saudita 4 1 2 0500 0,00113 0,500 -0,61237ns -0.61237 ns
Yemem 1 nd nd nd nd nd nd nd
Sudéo 1 nd nd nd nd nd nd nd
Malawi 3 2 3 1,000 0,00302 1,333 nd nd
Total 77 14 17 0,717 0,00446 1,967 -0,87762ns - 2,20972 ns

Fonte: o autor.

Legenda: S, numero de sitios polimorficos; h, nimero de haplétipos; hd, diversidade haplotipica; n, diversidade
nucleotidica; K, nimero médio de diferencas nucleotidicas; D, teste de Tajima; D*, teste de Fu e Li's; ns, ndo
significante; nd, ndo determinado.
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Figura 35 — Rede de haplotipos de 77 sequéncias do gene COI (441pb) de populagdes de Anopheles arabiensis
usados na andlise global.
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Legenda: CV, Cabo Verde; Hap_16 e Hap_17, haplétipos encontrados nas duas populagdes de Anopheles
arabiensis de Cabo Verde; as sequéncias dos demais paises foram recuperadas do GenBank; em vermelho
destacam-se 0s passos mutacionais entre cada haplétipo; O tamanho dos circulos é proporcional ao nimero de
individuos encontrados em cada haplétipo.

Figura 36 — Mapa representando a distribuicdo dos haplétipos do gene COI das populagdes de Anopheles
arabiensis, de diferentes paises usados na analise.
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Fonte: Adaptado da ferramenta popART, versao 1.7.



108

Tabela 27 — Frequéncia haplotipica do gene COI por populacoes de Anopheles arabiensis analisadas.

Quénia Arabia Uganda Sudan Yemem Zambia Etopia Malawi Véarzea AGT
Hapldtipos  (3) Saudita (4) (1) (1) (1) (4) (14) (3) 17 (29) Total

HO1 1
HO2
HO3
HO4
HO5
HO6
HO7
HO8
HO09
H10
H1l
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H13
H14
H15
H16
H17

w
o
o
o
w
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Fonte: o autor.
Legenda: AGT, Achada Grande Tras.
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Figura 37 — Dendrograma baseado nos haplétipos do gene COIl de diferentes populagdes de Anopheles
arabiensis.
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Fonte: o autor.

Legenda: Hap 16 e 17, haplotipos encontrados nas duas populagdes de Anopheles arabiensis de Cabo Verde.
Destaque em verde representando o grupo externo. Destaque rosa, grupo de Anopheles arabiensis obtidos no
GenBank. Destaque cinza, haplétipo ancestral encontrado no Yemem. A arvore foi construida usando o método
de Maxima verossimilhanga, baseada no modelo de selecdo automatica SMS (Smart Model Selection) da
plataforma PhyML-ATCG, com o critério de selecdo AIC (Akaike Information Criterion). Para o suporte dos
ramos, foi usado o modelo de ALRT SH-like. O melhor modelo automatico retornado pela plataforma foi o
GTR+G. A anélise envolveu 17 haplétipos com um total de 441 posi¢cdes nucleotidicas no grupo final de dados.
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Em relacdo a diferenciacdo genética entre as 10 populagGes geograficas, os valores do
indice de fixacdo Fst (com base em 1000 simulacBes) foram significativamente mais altos
(variacdo: 0,69002 a 0,92831; P < 0,05; P < 0,01) quando as duas populacbes de Anopheles
arabiensis coletadas em Cabo Verde foram comparadas com as populacfes dos outros paises
analisados nesse estudo. O nivel mais alto de diferenciagdo genética foi entre as populacées de
Cabo Verde e Quénia (Fst = 0,92831 e 0,91558; P < 0,01). Por outro lado, uma comparacao
entre as populagdes continentais mostrou, de forma geral, um baixo a moderado nivel de
diferenciacdo genética entre si (variacdo: - 0,17647 a 0,71429; P > 0,05), com excecdo das
populacbes de Yemem, Suddo e Uganda (Tabela 28) que apresentam diferenciacdo genética
muito alta. Quanto ao nimero de migrantes por geracdo (Nm), que estima o fluxo génico
entre as populacdes, comparacGes entre as populacbes de Cabo Verde com as demais
populacdes representativas dos outros paises revelaram valores baixos (variagdo Nm: 0,03861
a 0,16719), confirmando baixo fluxo génico e a alta diferenciacdo genética entre populacdes
de Cabo Verde com as populacfes dos outros paises (Tabela 28). Nenhuma correlacao
estatisticamente significativa, baseada no teste de Mantel, foi detectada entre a distancia
genética e a distancia geografica das populacdes de Anopheles arabiensis consideradas nesta
analise (r = - 0,326, r* = 0,106268, p = 0,93).
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Tabela 28 - Diferenciacdo genética (Fst, abaixo da diagonal) e fluxo génico (Nm acima da diagonal) entre as populacdes de Anopheles arabiensis baseado no gene COI.

QN AS UG SD YM ZB ET MW VAR AGT
QN - 0,31579  0,00000 0,00000 0,00000 0 0 00 0.0461 0,03861
AS 0,6129 - 0,20000 0 0,33333 0,50000 4,73352 49,600000 0,08304 0,06629
UG* 1,00000 0,71429 - 0,00000 0,00000 0,33333 © 0,76923  0,08268 0,06510
Sp* 1,00000 -1,00000 1,00000 - 0,00000 0,33333 0 2,00000 0,08268 0,06510
YM?* 1,00000 0,60000 1,00000 1,00000 - 0,14286  1,92157 2,00000 0,05385 0,04259
ZB -0,09091 0,50000 0,60000 0,60000 0,77778 - 0 0,50000 0,05573 0,04450
ET -0,14397 0,09554 -0,00513 -0,15976 0,20648 -0,12038 - 00 0,22461 0,16719
Mw  0,00000 0,39394 0,20000 0,20000 0,50000 -0,17647 -0,10337 - 0,06665 0,05008
VAR 0,91558** 0,85758** 0,85811 0,85811 0,902/8 0,89971** 0,69002** 0,88237** - 0

AGT 0,92831** 0,88294** 0,88479* 0,88479* 0,92151* 0,91827** 0,74941** 0,90896** -0,04290 -
Fonte: o autor.
Legenda: QN,Quénia; AS, Arabia Saudita; UG, Uganda; SD, Suddo; YM, Yemem; ZB, Zambia; ET, Etiépia; MW, Malawi; VAR, Varzea; AGT, Achada Grande Trés; oo -
infinito; ® populagBes nas quais foi usada apenas uma sequéncia para a analise; *, significante (p < 0,05); **, significante (p< 0,01).
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A anélise local do gene ND5 de 50 amostras sequenciadas, gerou um total de 46
sequéncias com qualidade satisfatoria, de acordo com o critério de PHRED. Destes, 23
individuos pertenciam ao bairro de Achada Grande e o restante, ao bairro da VVarzea. A edi¢éo
das sequéncias no programa CodonCode Aligner resultou em um fragmento de 794 pb. Apos
as andlises, verificou-se a auséncia de sitios polimérficos nas sequéncias, demonstrando haver
apenas um haplétipo do gene ND5 de Anopheles arabiensis na area de estudo.

Para esse gene, também foi feita uma anélise global, sendo incluidas mais 49 sequéncias
de diferentes paises ao grupo de dados, ap6s Blastn no NCBI: Suddo (10), Malawi (10),
Etiopia (7), Senegal (10), Africa do Sul (3) e Quénia (9) (Apéndice G). O alinhamento e
edicdo desse grupo de dados resultou num fragmento final de 665 pb.

A anélise de polimorfismos entre as populacfes resultou em 3,45% (23/665) de sitios
segregantes, dos quais 9 foram informativos “parsimony informative sites” (75, 29, 165, 201,
243, 306, 321 423, 516) (Apéndice H). No geral, foi observado uma diversidade nucleotidica
de 0,00264 e uma diversidade haplotipica de 0,74087. Na comparacdo da diversidade entre 0s
paises, Etidpia (h =7, hd = 1) e Senegal (h = 10, hd = 1) foram os mais diversos. Os testes de
neutralidades para cada populacdo se mostraram negativos e ndo significantes (P-value >0,05)
(Tabela 29). Além disso, um total de 30 haplétipos foi identificado entre as populagdes
analisadas, incluindo o haplétipo Unico encontrado em Cabo Verde. Os haplotipos mais
frequentes foram Hap_1 (n = 48 sequéncias), Hap_3 (n=5), Hap_10 (n=4),Hap 4 (n=3) e
Hap_13 (n = 3). Das populac¢des de Anopheles arabiensis analisadas, Suddo e Malawi foram
as Unicas que compartilnaram haplétipo (Hap_1) com a populacéo de Cabo Verde. O Hap_7,
considerado o hapl6tipo mais antigo deste grupo de dados, foi encontrado no Sudéo e Senegal.
Os Hap_1, 3 e 4 foram os mais dispersos (Figura 38, Figura 39 e Tabela 30). O hap_1 que
inclui sequéncias de ND5 de Anopheles arabiensis de Cabo Verde, Suddo e Malawi se
mostrou filogeneticamente mais proxima do Hap_15 encontrado na Etidpia (codigo de acesso:
AY009971.1), com 99,85% de identidade (Figura 40).
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Tabela 29 - Parametros genéticos e testes de neutralidade do gene ND5 de 95 individuos de Anopheles
arabiensis usados na andlise global.

Parametros genéticos e testes de neutralidades

Populagbes n s h hd T K D D*
Cabo Verde 46 0 1 0,00000 0,00000 0,00000 nd nd
Sudéo 10 7 9 0,97778 0,00327 2,17778 -0,50775ns -0,62876 ns
Malawai 10 5 8 0,95556 0,00331 2,20000 0,15426 ns 0,20368 ns
Etiopia 7 11 7 1,00000 0,00616 4,09524 -0,4753ns -0,52531ns
Senegal 10 11 10 1,00000 0,00418 2,77778 -1,27892ns -1,25376 ns
AfricadoSul 3 2 3 1,00000 0,00201 1,33333 nd nd
Quénia 9 9 8 0,97222 0,0056 3,72222 0,57094 ns 1,06477 ns
Total 95 23 30 0,74087 0,00264 1,75857 -1,86357* - 3,57995**

Fonte: o autor.
Legenda: *, significante (p < 0,05); **, significante (p< 0,02); nd, ndo determinado; ns, ndo significante (p >
0,05).

Figura 38 - Rede de haplétipos de 95 sequéncias do gene ND5 (665 pb) de populacdes de Anopheles arabiensis
usados na andlise global.
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Legenda: Hap_1, haplétipo Unico encontrado nas duas populacfes de Anopheles arabiensis de Cabo Verde; as
sequéncias dos demais paises foram recuperadas do GenBank; em vermelho destacam-se 0s passos mutacionais
entre cada haplétipo; mvl, vetor médio; O tamanho dos circulos é proporcional ao ndmero de individuos
encontrados em cada haplétipo.
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Figura 39 — Mapa representando a distribuicdo dos haplétipos do gene ND5 das populages de Anopheles

arabiensis, de diferentes paises usados na analise.
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Tabela 30 - Frequéncia haplotipica do gene ND5 por populagdes de Anopheles arabiensis analisadas.

Africado Quénia Total

sul (3)

Hapldtipos Cabo Verde Sudao Malawi Etiopia Senegal

)

(10)

0 @

(10)

(46)

48

46

HO1
HO02
HO3
HO4
HO5
HO6
HO7
HO8
HO9
H10
H11l
H12
H13
H14
H15
H16
H17
H18
H19
H20
H21
H22
H23
H24
H25
H26
H27
H28
H29
H30
Fonte: o autor.
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Figura 40 — Dendrograma baseado nos haplétipos do gene ND5 de diferentes populagbes de Anopheles
arabiensis.
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Legenda: Destaque em cinza, haplétipo ancestral encontrado no Suddo e Senegal; destaque em verde, grupo
externo; Destaque em rosa, grupo de Anopheles arabiensis obtidos no GenBank. Hap 1, hapl6tipo encontrado
nas populagbes de Anopheles arabiensis de Cabo Verde, Suddo e Malawi. A &rvore foi construida usando o
método de Maxima verossimilhanca, baseada no modelo de selecdo automéatica SMS (Smart Model Selection) da
plataforma PhyML-ATCG, com o critério de sele¢cdo AIC (Akaike Information Criterion). Para o suporte dos
ramos, foi usado o modelo de ALRT SH-like. O melhor modelo automatico retornado pela plataforma foi o

HKY85 +1. A andlise envolveu 30 haplotipos com um total de 665 posi¢es nucleotidicas no grupo final de
dados.
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Quanto a diferenciacdo genética, os valores de Fst (com base em 1000 permutacdes)
variaram de 0,52296 a 0,95529, com p significante (P < 0,01) quando a populagdo de
Anopheles arabiensis coletada em Cabo Verde foi comparada com as outras seis populacdes
dos outros paises analisados nesse estudo. O nivel mais alto de diferenciacdo genética
observado foi entre as populagdes de Cabo Verde e Africa do Sul (Fst = 0,95529; P < 0,01).
Assim como nas analises do gene COI, uma comparacgdo entre as popula¢des dos outros paises
mostraram, de forma geral, baixo a moderado nivel de diferenciacdo genética entre si
(variacdo: -0,00630 a 0,11427; P > 0,05), com excecdo da comparacao entre SN e AS que
apresentaram grande diferenciacdo genética (Tabela 31). Em relacdo ao nimero de migrantes
por geracdes, as analises revelaram valores baixos quando a populacdo de Cabo Verde foi
comparada com 0s demais paises (variacdo Nm: 0,02340 a 0,45609), confirmando baixo fluxo
génico e moderada diversidade genética entre populacdo de Cabo Verde e as populacdes dos
outros paises (Tabela 31). Para esse gene, O teste de Mantel mostrou uma correlacdo muito
fraca, mas estatisticamente significativa, entre a distancia genética e a distancia geografica das
populacdes de Anopheles arabiensis consideradas nesta analise (r = 0,326, r* = 0.106478, p =
0,001).

Tabela 31 - Diferenciacdo genética (Fst, abaixo da diagonal) e fluxo génico (Nm acima da diagonal) entre as
populac6es de Anopheles arabiensis baseado no gene ND5.

Cv SD MW ET SN AS ON
CVv - 0,45609 0,23275 0,31016 0,37226 0,02340 0,37317
SD 0,52296** - 26,62162 © 10,13636 9,76608 0
MW 0,68236** 0,01844 - 5,00184 3,87543 44,34211 o0
ET 0,61716** -0,00237 0,09088 - © 3,65328 56,88608
SN 0,57322** 0,04701 0,11427* -0,00630 - 1,81223 6,90476
AS 0,95529** 0,04870 0,01115 0,12039 0,21624* - 23,46429

ON 0,57263** -0,02623 -0,01821 0,00871 0,06752 0.02086 -

Fonte: o autor. )
Legenda: CV, Cabo Verde; SD, Suddo; MW, Malawi; ET, Etidpia; SN, Senegal; AS, Africa do Sul; QN, Quénia;
oo, infinito; *, significante (p < 0,05); ** significante (p< 0,01).
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8.4.2 Caracterizacdo genética da populacdo de Anopheles coletados no municipio do
Conde-PB

A caracterizacdo genética dos genes COIl e ND5 foi realizada apenas com as trés
espécies consideradas potenciais vetoras na regido extra-amazoénica: Anopheles argyritarsis,
Anopheles aquasalis e Anopheles albitarsis s.lI. Essas espécies de Anopheles foram coletadas
nas diferentes areas de coletas do municipio do Conde, com excecdo da area A, na qual
nenhuma espécie de Anopheles foi coletada durante o periodo de coleta (Figura 21). O nimero
de sequéncias consideradas nas analises variou de acordo com o numero de individuos
coletados por espécies.

Para a espécie Anopheles argyritarsis, um total de 18 sequéncias do gene COI foi
considerado para analise. Destes, seis sequéncias correspondem a individuos coletados na area
B e o restante estd distribuido nas areas C (n=4), D (n= 1) e F (n=7). A andlise de
polimorfismos revelou um total de 17 sitios polimorficos de 642 sitios analisados. Destes,
quatro sitios foram identificados como informativos (147, 573, 630, 638) (Apéndice I). Além
disso, foram encontrados nove haplotipos, uma diversidade haplotipica de 0,797 e uma
diversidade nucleotidica de 0,00396, sendo a area F a localidade de coleta com maior
diversidade (h =5, hd = 0,90476). Os testes de neutralidades revelaram valores de Tajima's D
negativo (-1.86534) com p estatistico significativo (P < 0,05) e Fu and Li's D* negativo (-
2.28576), porém néo significante (0,10 > P > 0,05) (Tabela 32). Do total de hapl6tipos
gerados, o hapldtipo Hap_1 (n=8 sequéncias) foi encontrado em maior frequéncia, estando
presente em todas as quatro areas analisadas. O haplétipo ancestral (Hap_3) foi encontrado
exclusivamente na area F. Esta area apresentou o maior numero de hapldtipos do total
identificado (5/9) (Figura 41, Figura 42, Figura 43 e Tabela 33).

Tabela 32 - Parametros genéticos e testes de neutralidade do gene COI de Anopheles argyritarsis coletados no
municipio do Conde-PB.

Parametros genéticos e testes de neutralidades

Populagbes n s h hd T K D D*
Area B 6 3 4 080000 0,00218 1,40000 0,33839ns 0,51052 ns
AreaC 4 2 3 0,83333 0,00156 1,00000 -0,7099 ns -0,7099 ns
Area D 1 nd nd nd nd nd nd nd
Area F 7 16 5 0,90476 0,00757 4,85714 -1,42195ns -1,55437ns
Total 18 17 9 0,7970 0,00396 2,542 - 1,86534* - 2,28576 ns

Fonte: o autor. )
Legenda: *, significante (p < 0,05); nd, ndo determinado; ns, nao significante (p > 0,05). Area B, Carapibus;
Area C, Conjunto Rio do Ouro; Area D, Vila Jacuma; Area F, Guruji
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Figura 41 - Rede de haplétipos do gene COI (642 pb) da populagdo de Anopheles argyritarsis coletada em
diferentes areas do municipio do Conde-PB no ano de 2019.
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Fonte: o autor. i i i
Legenda: Area B, Carabipus; Area C, Conjunto Rio do Ouro; Area D, Vila Jacumd; Area F, Guruji; O tamanho
dos circulos é proporcional ao nimero de individuos encontrados em cada hapl6tipo.

Figura 42 - Mapa representando a distribuicdo dos haplotipos do gene COIl da populagcdo de Anopheles
argyritarsis coletada em diferentes &reas do municipio do Conde-PB no ano de 2019.
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Fonte: editado no QGis (2021).
Legenda: A, Capaddcia; B, Carapibus; C, Conjunto Rio do Ouro; D, Vila de Jacumd; E, Barauna; F, Gurugi.
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Figura 43 - Filograma baseado nos haplétipos do gene COI da populagdo de Anopheles argyritarsis coletada no

municipio do Conde-PB.

Tree scale: 0.01 + - 4

Fonte: o autor.
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Legenda: Destaque em cinza, haplétipo ancestral encontrado na area F; destaque em verde, grupo externo; A
arvore foi construida usando o método de Maxima verossimilhanca, baseada no modelo de selecdo automatica
SMS (Smart Model Selection) da plataforma PhyML-ATCG, com o critério de selegdo AIC (Akaike Information
Criterion). Para o suporte dos ramos, foi usado o modelo de ALRT SH-like. O melhor modelo automatico
retornado pela plataforma foi GTR + G. A analise envolveu 9 hapl6tipos com um total de 642 posicdes

nucleotidicas no grupo final de dados.

Tabela 33 - Frequéncia haplotipica do gene COI da populacdo de Anopheles argyritarsis coletada no municipio

do Conde-PB.

Haplotipos Area D (1) AreaF (7) AreaC (4) AreaB (6)

Total

HO1
HO02
HO3
HO4
HOS
HO6
HO7
HO8
HO09

O OO OO OO o

2

OO OO FrR,rEFPEFEDN

2
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3
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oo

P PR R R PP W

Fonte: o autor.

Legenda: Area B, Carabipus; Area C, Conjunto Rio do Ouro; Area D, Vila Jacuma; Area F, Guruji.

A comparacao entre as areas nas quais foram coletadas Anopheles argyritarsis resultou

em baixos valores de Fst (variagcdo: - 1,0000 a - 0,03205), indicando baixa diferenciacdo

genética entre si. Por outro lado, foi verificado valores altos de Nm, confirmando o alto fluxo

génico entre individuos coletados nas diferentes areas consideradas para analise (Tabela 34).
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Tabela 34 - Diferenciagdo genética (Fst, abaixo da diagonal) e fluxo génico (Nm acima da diagonal), do gene
COl, entre Anopheles argyritarsis coletados em diferentes areas do municipio do Conde-PB.

Area D AreaF  AreaC AreaB

Area D - 0 © 0
AreaF  -0,88889 - 0 ©
AreaC -1,00000 -0,11643 - ©

AreaB -0.68000 -0,03205 -0,04348 -

i i Fonte: o autor. i
Legenda: Area B, Carapibus; Area C, Conjunto Rio do Ouro; Area D, Vila Jacumd; Area F, Guruji.; o, infinito.

A amplificacdo do gene ND5, por PCR, dos 18 individuos de Anopheles argyritarsis
coletados no municipio do Conde resultou em um fragmento de 407 pb apds o
sequenciamento. A analise de polimorfismos revelou a presenca de um sitio segregante
(A137G), com baixa diversidade nucleotidica (0,00027) e haplotipica (0,111), sendo a &rea F
a localidade de coleta com maior diversidade (h =2, hd = 0,285). Os testes de neutralidade
revelaram valores de Tajima's D e de Fu and Li's D* negativos, ambos com p estatistico ndo
significante (P > 0,05) (Tabela 35). Além disso, foram observados dois haplétipos: o Hap_1
foi o mais frequente, tendo sido encontrado em todas as 4 &reas positivas para An.
argyritarsis, com excecao da area B (Carapibus). Por outro lado, 0 Hap_2 se mostrou presente

apenas na area F (Bairro de Guruji) (Figura 44, Figura 45 e Tabela 36).

Tabela 35 - Pardmetros genéticos e testes de neutralidade do gene ND5 de Anopheles argyritarsis coletadas no
municipio do Conde-PB.

Parametros genéticos e testes de neutralidades

Populages n s h hd T K D D*
Area B 6 0 1 0,000 0,0000 0,0000 nd nd
AreaC 4 0 1 0,000 0,0000 0,0000 nd nd
Area D 1 nd nd nd nd nd nd nd
Area F 7 1 2 0,28571 0,0007 0,28571 -1,00623 ns -1,04881 ns
Total 18 1 2 0,111 0,00027 0,111 -1,49949ns -1,61172ns

Fonte: o autor. ) )
Legenda: nd, ndo determinado; ns, ndo significante (p > 0,05). Area B, Carapibus; Area C, Conjunto Rio do
Ouro; Area D, Vila Jacuma; Area F, Guruji
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Figura 44 - Rede de haplotipos do gene ND5 (407 pb) da populacdo de Anopheles argyritarsis coletada em
diferentes areas do municipio do Conde-PB no ano de 2019.

Hap_2

Area B
Area D
Area C
A 7
. Area F

Fonte: o autor. ) i )
Legenda: Area B, Carapibus; Area C, Conjunto Rio do Ouro; Area D, Vila Jacuma; Area F, Guruji; O tamanho
dos circulos é proporcional ao nimero de individuos encontrados em cada haplétipo.

Figura 45 - Mapa representando a distribuicdo dos hapldtipos do gene ND5 da populagdo de Anopheles
argyritarsis coletada em diferentes areas do municipio do Conde-PB no ano de 2019.

Legenda

W Ho1
B Ho2

Fonte: editado no QGis (2021).
Legenda: A, Capaddcia; B, Carapibus; C, Conjunto Rio do Ouro; D, Vila de Jacum; E, Baraina; F, Gurugi.
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Tabela 36 - Frequéncia haplotipica do gene ND5 da populacdo de Anopheles argyritarsis coletada no municipio
do Conde-PB.

Haplotipos AreaB (6) AreaD (1) AreaC(4) AreaF (7) Total
HO1 6 1 4 6 17
HO2 0 0 0 1 1

Fonte: o autor. i i i
Legenda: Area B, Carapibus; Area C, Conjunto Rio do Ouro; Area D, Vila Jacumd; Area F, Guruji.

Assim como no gene COI, a andlise de diferenciacdo genética do gene ND5 entre
individuos coletados nas diferentes areas do municipio do Conde resultou em baixos valores
de Fst (variacdo: - 0,02439 a 0,0) e consequentemente altos valores de Nm, confirmando a
baixa diferenciacdo genética e o alto fluxo génico entre as areas nas quais foram coletadas An.

argyritarsis (Tabela 37).

Tabela 37 - Diferenciagdo genética (Fst, abaixo da diagonal) e fluxo génico (Nm acima da diagonal), do gene
ND5, entre Anopheles argyritarsis coletados em diferentes areas do municipio do Conde-PB.

Area B AreaD  AreaC AreaF

Area B - 0 © 0
AreaD 0.00000 - 0 0
AreaC 0.00000  0.00000 - ©

AreaF -0,02439 -1,00000 -0.09804 -

) ) Fonte: o autor. )
Legenda: Area B, Carapibus; Area C, Conjunto Rio do Ouro; Area D, Vila Jacumd; Area F, Guruji.; oo, infinito

Para a espécie Anopheles aquasalis, um total de 40 sequéncias (636 pb) do gene COI
foram utilizadas para andlise, correspondentes a individuos coletados nas areas B (n = 12), C
(n=4),D (n=11) e F (n = 13). A analise de polimorfismos revelou um total de 20 sitios
polimorficos. Destes, 5 sitios foram identificados como informativos (5, 75 120, 237, 423 e
435) (Apéndice J). As andlises revelaram um total de 15 hapldtipos, uma diversidade
nucleotidica de 0,00294 e uma diversidade haplotipica de 0,85128. A area com maior
diversidade genética foi a area B (h = 7, hd = 0,84615) seguida da area F (h = 7, hd =
0,87879). Alem disso, os testes de neutralidades resultaram em valores de Tajima's D e D*
negativos e significantes (P < 0,05) (Tabela 38). Quanto a distribuicdo dos haplotipos,
verificou-se que os haplétipos 1, 2 e 3 foram os mais frequentes (n = 6, 10 e 11
respectivamente). Este Ultimo foi o mais disperso, estando presente em todas as quatro areas
analisadas. O hap_11 (haplotipo ancestral), assim como os hap_12 a 15 foram encontrados
exclusivamente na area F (Guruji). Além disso, os hapldtipos 4 a 6 foram encontrados na area
D (Vila Jacumd) e os hapl6tipos 7 a 10 foram encontrados na area B (Carapibus) (Figura 46,
Figura 47, Figura 48, Tabela 39).
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Tabela 38 - Parametros genéticos e testes de neutralidade do gene COI de Anopheles aquasalis coletadas no
municipio do Conde-PB.

Parametros genéticos e testes de neutralidades

hd T K D D*
0,87879 0,87879 2,01515 -0,51124ns -0,78603 ns
Area C 4 2 0,83333 0,00183 1,16667 0,59158 ns 0,59158 ns
Area D 11 4 0,70909 0,00154 0,98182 -1,02918ns -1,21104ns
Area F 13 12 7 0,84615 0,00387 2,46154 -1,48390ns -1,68235ns

Total 40 20 15 0,85128 0,00294 1,86923 -1,99258* - 3,50843**
Fonte: o autor.
Legenda: *, significante (p < 0,05); **, significante (p< 0,02); ns, n&o significante (p > 0,05). Area B, Carapibus;
Area C, Conjunto Rio do Ouro; Area D, Vila Jacuma; Area F, Guruji.

Populagbes n S
Area B 12 7

W NS

Figura 46 - Rede de haplétipos do gene COIl (636 pb) da populagdo de Anopheles aquasalis coletada em
diferentes areas do municipio do Conde-PB no ano de 2019.

Hap_7

Hap_10

AREAB
AREAC
AREAD
AREAF

Fonte: o autor. ) ) )
Legenda: Area B, Carapibus; Area C, Conjunto Rio do Ouro; Area D, Vila Jacumd; Area F, Guruji; O tamanho
dos circulos é proporcional ao nimero de individuos encontrados em cada haplétipo.
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Figura 47 - Mapa representando a distribuicdo dos haplotipos do gene COIl da populagdo de Anopheles
aquasalis coletada em diferentes areas do municipio do Conde-PB no ano de 2019.
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Fonte: editado no QGis (2021).
Legenda: A, Capaddcia; B, Carapibus; C, Conjunto Rio do Ouro; D, Vila de Jacuma; E, Baralna; F, Gurugi.

Tabela 39 - Frequéncia haplotipica do gene COI da populag@o de Anopheles aquasalis coletada no municipio do
Conde-PB.

Haplotipos AreaC (4) AreaD (11) AreaB (12) AreaF (13) Total
HO1 2 2 0 6
H02 10
HO3
HO4
HO5
HO6
HO7
HO8
HO9
H10
H11
H12
H13
H14

H15
Fonte: o autor. i i i
Legenda: Area B, Carapibus; Area C, Conjunto Rio do Ouro; Area D, Vila Jacumd; Area F, Guruji.
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Figura 48 - Dendrograma baseado nos haplétipos do gene COI da populacéo de Anopheles aquasalis coletada
no municipio do Conde-PB.
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Fonte: o autor.

Legenda: Destaque em cinza, hapl6tipo ancestral encontrado na area F; destaque em verde, grupo externo; A
arvore foi construida usando o método de Maxima verossimilhanca, baseada no modelo de sele¢do automatica
SMS (Smart Model Selection) da plataforma PhyML-ATCG, com o critério de selecdo AIC (Akaike Information
Criterion). Para o suporte dos ramos, foi usado o modelo de ALRT SH-like. O melhor modelo automético
retornado pela plataforma foi GTR + G. A andlise envolveu 15 hapl6tipos com um total de 636 posicdes
nucleotidicas no grupo final de dados.

A comparacdo entre as areas nas quais foram coletados espécimes de Anopheles
aquasalis, resultou em baixos valores de Fst (variagcdo: -0.03608 a 0,0994) e altos valores de
Nm, confirmando assim a baixa diferenciacdo genética e um alto fluxo génico entre os

individuos, com excecdo da comparagdo da area D com as areas B e F que apresentam
moderada diferenciacdo genética (Tabela 40).
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Tabela 40 - Diferenciagdo genética (Fst, abaixo da diagonal) e fluxo génico (Nm acima da diagonal), do gene
COl, entre Anopheles aquasalis coletados em diferentes areas do municipio do Conde-PB.

AreaC AreaD AreaB  AreaF

Area C - 0 © 0
AreaD -0,03608 - 4,86592 4,52727
AreaB -0,07317 0,09318* - 23,11684

AreaF  0,00392 0,09946* 0,02117 -

i i Fonte: o autor. i
Legenda: Area B, Carapibus; Area C, Conjunto Rio do Ouro; Area D, Vila Jacumd; Area F, Guruji.; o, infinito.

A andlise de polimorfismos do gene ND5 para os 40 espécimes de Anopheles aquasalis,
revelou a presenca de dois sitios segregantes (T75C e G234A) dos 409 sitios analisados, todos
considerados “singletons”, e trés haplotipos. No geral, foi observada uma diversidade
nucleotidica de 0,00024 e uma diversidade haplotipica de 0,09872. A &rea F apresentou maior
diversidade genética (h = 3, hd = 0,29487) Ambos os testes de neutralidade, D e D*,
revelaram valores negativos com p estatistico ndo significante (Tabela 41). Dos trés
haplotipos encontrados, o Hap_1 foi o mais frequente (n = 38) e esta distribuido por todas as
areas nas quais foram coletadas Anopheles aquasalis. Por outro lado, os Hap_2 e 3 foram

encontrados apenas na area F (Guruji) (Figura 49, Figura 50, Tabela 42).

Tabela 41 - Pardmetros genéticos e testes de neutralidade do gene ND5 de Anopheles aquasalis coletadas no
municipio do Conde-PB.

Parametros genéticos e testes de neutralidades

Populagbes n s h hd T K D D*
Area C 4 01 0,000 0,0000 0,0000 nd nd
Area D 11 0 1 0,000 0,0000 0,0000 nd nd
Area B 12 0 1 0,000 0,0000 0,0000 nd nd
Area F 13 2 3 0,29487 0,00075 0,30769 -1,46801ns -1,77640 ns
Total 40 2 3 0,09872 0,00024 0,1000 -1,48662ns -2,42724ns

Fonte: o autor. ) ) )
Legenda: ns, ndo significante (p > 0,05). Area B, Carapibus; Area C, Conjunto Rio do Ouro; Area D, Vila
Jacuma@; Area F, Guruji.
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Figura 49 - Rede de haplotipos do gene ND5 (409pb) da populacdo de Anopheles aquasalis coletada em
diferentes areas do municipio do Conde-PB no ano de 2019.

Hap_2

Area B
Area F
Area C
Area D

Hap_3

Fonte: o autor. ) i )
Legenda: Area B, Carapibus; Area C, Conjunto Rio do Ouro; Area D, Vila Jacuma; Area F, Guruji; O tamanho

dos circulos é proporcional ao nimero de individuos encontrados em cada haplétipo.

Figura 50 - Mapa representando a distribuicdo dos haplétipos do gene ND5 da populacdo de Anopheles
aquasalis coletada em diferentes areas do municipio do Conde-PB no ano de 2019.
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Fonte: editado no QGis (2021).
Legenda: A, Capaddcia; B, Carapibus; C, Conjunto Rio do Ouro; D, Vila de Jacumd; E, Baralna; F, Gurugi



129

Tabela 42 - Frequéncia haplotipica do gene ND5 da populagdo de Anopheles aquasalis coletada no municipio do
Conde-PB.

Haplotipos Area B (12) AreaF (13) AreaC (4) AreaD (11) Total

HO1 12 11 4 11 38
HO2 0 1 0 0 1
HO3 0 1 0 0 1

Fonte: o autor. ) ) )
Legenda: Area B, Carapibus; Area C, Conjunto Rio do Ouro; Area D, Vila Jacumd; Area F, Guruji.

A analise da diferenciacdo genética para o gene ND5 revelou baixos valores de Fst e
altos valores de Nm, quando foram comparadas as diferentes areas nas quais espécies de
Anopheles aquasalis foram coletadas, resultando também em uma baixa diferenciacéo
genética e alto fluxo génico (Tabela 43).

Tabela 43 - Diferenciacdo genética (Fst, abaixo da diagonal) e fluxo génico (Nm acima da diagonal), do gene
ND5, entre Anopheles aquasalis coletados em diferentes &reas do municipio do Conde-PB.

Area B Area F AreaC  AreaD

Area B - 0 0 0
AreaF -0,00645 - 0 0
AreaC 0.00000 -0,13043 - 0

AreaD 0.00000 -0,01359 0,00000 -

) ) Fonte: o autor. )
Legenda: Area B, Carapibus; Area C, Conjunto Rio do Ouro; Area D, Vila Jacumd; Area F, Guruji.; oo, infinito.

Em relacdo a populacdo de Anopheles albitarsis s.I, um total de 30 sequéncias do gene
COl, com um tamanho de 668 pb foi analisado, proveniente de 4 areas de coletas: area C (n =
1), D(N=11), E(N=9) e F (N =9). A andlise de polimorfismos revelou um total de 29
sitios segregantes. Destes, 11 sitios foram identificados como informativos (1, 2, 3, 97, 126,
153, 426, 444 519, 642, e 65) (Apéndice K). Além disso, foram observados 24 haplotipos,
uma diversidade nucleotidica de 0,00733 e uma diversidade haplotipica de 0,9770. A area D
apresentou maior diversidade genetica (h = 10, hd = 0,98182). Os testes de neutralidades
resultaram em valores de Tajima's D negativo ndo significante (-1,42969; P > 0,10), e D*
negativos estatisticamente significante (-2,63978; P < 0,05) (Tabela 44). Dos haplétipos
encontrados no municipio do Conde, os Hap_3 e 6 foram os mais frequentes. O Hap_3 foi
encontrado nas areas E e F, enquanto o Hap_6 foi encontrado nas areas E e D. o Hap_21,
considerado o haplotipo mais ancestral para o conjunto de sequéncias analisadas, foi

registrado apenas na area D (Vila Jacumad) (Figura 51, Figura 52, Figura 53 e Tabela 45).
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Tabela 44 - Parametros genéticos e testes de neutralidade do gene COI de Anopheles albitarsis s.I coletados no
municipio do Conde-PB.

Parametros genéticos e testes de neutralidades

Populages n s h hd T K D D*
Area C 1 nd nd nd nd nd nd nd
Area D 11 16 10 0,98182 0,00713 4,76364 -0,57038ns -0,50439 ns
Area E 9 11 8 0,97222 0,00516 3,44444 -0,70006 ns -0,14617 ns
Area F 9 11 8 0,97222 0,00923 6,16667 -0,99563ns -1,14070 ns
Total 30 29 24 09770 0,00733 4,89409 -1,42969ns -2,63978*

Fonte: o autor. ) )
Legenda: *, significante (p < 0,05); ns, nao significante (p > 0,05). Area E, Baralna; Area C, Conjunto Rio do
Ouro; Area D, Vila Jacum; Area F, Guruji

Figura 51 - Rede de hapl6tipos do gene COl (668 pb) da populacdo de Anopheles albitaris s.I coletada em
diferentes areas do municipio do Conde-PB no ano de 2019.

Hap_14
Hap_2 Hap_1 -
Hap_19
Hap_7
Hap_21 Hap_23
Hap_3
Hap_6
Hap_15
Hap_5 Hap_11
Hap_12
Hap_16
Hap_18 @ rreac
Hap_9 Hap_13 @® sreap
@ rese
Hap. 24 @ arear

Fonte: o autor. ) ) )
Legenda: Area D, Vila Jacumd; Area C, Conjunto Rio do Ouro; Area F, Guruji; Area E, Baraina. O tamanho
dos circulos é proporcional ao nimero de individuos encontrados em cada haplétipo.
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Figura 52 - Mapa representando a distribuicdo dos haplétipos do gene COI da populacéo de Anopheles albitarsis

s.| coletada em diferentes areas do municipio do Conde-PB no ano de 2019.
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Fonte: editado no QGis (2021).

Legenda: A, Capaddcia; B, Carapibus; C, Conjunto Rio do Ouro; D, Vila de Jacuma; E, Baralna; F, Gurugi.
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Tabela 45 - Frequéncia haplotipica do gene COI da populacdo de Anopheles albitarsis s.I coletada no municipio

do Conde-PB.

Haplotipos  Area E (9)

AreaF (9) AreaD (11) AreaC (1) Total
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(continuacao)

Haplotipos AreaE (9) AreaF(9) AreaD (11) AreaC (1) Total

H19 0 0 1 0 1
H20 0 0 1 0 1
H21 0 0 1 0 1
H22 0 0 1 0 1
H23 0 0 1 0 1
H24 0 0 0 1 1

Fonte: o autor. ) ) )
Legenda: Area E, Baralna; Area C, Conjunto Rio do Ouro; Area D, Vila Jacuma; Area F, Guruji.

Figura 53 - Dendrograma baseado nos haplétipos do gene COI da populagdo de Anopheles albitarsis s.1 coletada
no municipio do Conde-PB.

Fonte: o autor.

Legenda: Destaque em cinza, hapldtipo ancestral encontrado na area D; destaque em verde, grupo externo; A
arvore foi construida usando o método de Maxima verossimilhanca, baseada no modelo de selecdo automatica
SMS (Smart Model Selection) da plataforma PhyML-ATCG, com o critério de selegdo AIC (Akaike Information
Criterion). Para o suporte dos ramos, foi usado o modelo de ALRT SH-like. O melhor modelo automatico
retornado pela plataforma foi HKY85 +G+l. A andlise envolveu 15 hapl6tipos com um total de 668 posi¢cdes
nucleotidicas no grupo final de dados.
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Quanto a diferenciacdo genética, para esse gene, foi observado baixos valores de Fst
(variacdo: - 0,29070 a 0,09655) quando comparado as diferentes areas de coleta. Por outro
lado, as anélises para verificar o numero de migrantes revelaram moderado a altos valores de
Nm, confirmando o alto fluxo génico e a baixa diferenciacdo genética entre individuos das

diferentes areas analisadas (Tabela 46).

Tabela 46 - Diferenciacdo genética (Fst, abaixo da diagonal) e fluxo génico (Nm acima da diagonal), do gene
COl, entre Anopheles albitarsis s.I coletados em diferentes areas do municipio do Conde-PB.

Area E Area F AreaD AreaC

Area E - 6,76957 © 1,40909
AreaF 0,06878 - 10,48590 0
AreaD -0,02910 0,04551 - 4,67857

AreaC 0,26190 -0,29070 0,09655 -

) ) Fonte: o autor. )
Legenda: Area E, Baralna; Area C, Conjunto Rio do Ouro; Area D, Vila Jacumd; Area F, Guruji.; oo, infinito.

A andlise de polimorfismos no gene ND5 para essa mesma populacdo, revelou a
presenca de 1,20% de sitios segregantes (5/415 posi¢Oes nucleotidicas). Destes, trés foram
descritos como sitios informativos (135, 225 ¢ 229) e dois como “Singletons” (69 e 105)
(Apéndice L). Além disso, foram observados cinco haplétipos, uma diversidade nucleotidica
de 0,00152 e um diversidade haplotipica de 0,4050. Para esse gene, a area F apresentou maior
diversidade genética (h = 4, hd = 0,58333). Ambos os testes de neutralidade (D e D*)
resultaram em valores negativos ndo significativos (Tabela 47). Dos 5 haplétipos encontrados,
0 Hap_1 foi o mais comum, com ocorréncia em todas as quatro areas nas quais foram
coletadas Anopheles albitarsis s.I. O Hap_ 4, hapldtipo ancestral, foi encontrado

exclusivamente na area F (Guruji) (Figura 54, Figura 55, Figura 56, Tabela 48).

Tabela 47 - Parametros genéticos e testes de neutralidade do gene ND5 de Anopheles albitarsis s.I coletadas no
municipio do Conde-PB.

Parametros genéticos e testes de neutralidades

Populagbes n s h hd T K D D*
Area C 1 nd nd nd nd nd nd nd
Area D 11 3 3 0,34545 0.00131 0,54545 -1,59996 ns -1,87398 ns
AreaE 9 1 2 0,38889 0,00094 0,38889 0,15647ns  0,8404 ns
Area F 9 5 4 058333 0,00268 1,11111 -1,67754ns -1,88124 ns
Total 30 5 5 0,4050 0,00152 0,63000 -1,36660ns - 0,60837 ns

Fonte: o autor. i i i
Legenda: ns, ndo significante (p > 0,05). Area E, Baralna; Area C, Conjunto Rio do Ouro; Area D, Vila Jacuma;
Area F, Guruji.
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Figura 54 - Rede de haplotipos do gene ND5 (415 pb) da populagdo de Anopheles albitarsis s.I coletada em
diferentes areas do municipio do Conde-PB no ano de 2019.

Hap_3

Area C
Area D
Area E
Area F

Fonte: o autor. ) i )
Legenda: Area D, Vila Jacumd; Area C, Conjunto Rio do Ouro; Area F, Guruji; Area E, Baratna. O tamanho

dos circulos € proporcional ao nimero de individuos encontrados em cada hapl6tipo

Figura 55 - Mapa representando a distribuicdo dos haplétipos do gene ND5 da populacdo de Anopheles
albitarsis s.I coletada em diferentes areas do municipio do Conde-PB no ano de 2019.

odo1juely ouead

Fonte: editado no QGis (2021).
Legenda: A, Capaddcia; B, Carapibus; C, Conjunto Rio do Ouro; D, Vila de Jacumd; E, Barauna; F, Gurugi.
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Figura 56 - Filograma baseado nos haplotipos do gene ND5 da populacéo de Anopheles albitarsis s.I coletada no
municipio do Conde-PB.

Hap 3
Tree scale: 0.1 ——— Hap 1
Hap 2
1 -Hap 5
I Hap 4
Culex usquatus KX671385.1

Fonte: o autor.

Legenda: Hap 4, haplétipo ancestral; destaque em verde, grupo externo; A arvore foi construida usando o
método de Maxima verossimilhanca, baseada no modelo de selegcdo automatica SMS (Smart Model Selection) da
plataforma PhyML-ATCG, com o critério de selecdo AIC (Akaike Information Criterion). Para o suporte dos
ramos, foi usado o0 modelo de ALRT SH-like. O melhor modelo automético retornado pela plataforma foi GTR +
I. A andlise envolveu 5 hapl6tipos com um total de 415 posic¢des nucleotidicas no grupo final de dados.

Tabela 48 - Frequéncia haplotipica do gene ND5 da populagéo de Anopheles albitarsis s.I coletada no municipio
do Conde-PB.

Haplotipos AreaF (9) AreaE (9) AreaD (11) AreaC (1) Total

HO1 6 7 9 1 23
HO02 1 0 0 0 1
HO3 1 2 1 0 4
HO4 1 0 0 0 1
HO5 0 0 1 0 1

Fonte: o autor. i i )
Legenda: Area E, Baralna; Area C, Conjunto Rio do Ouro; Area D, Vila Jacuma; Area F, Guruji.

Quanto a comparacdo da diferenciacdo genética e fluxo génico da populacdo de
Anopheles albitarsis s.l por area de coleta, as analises resultaram em baixos valores de Fst e
consequentemente altos valores de Nm, confirmando assim uma baixa diferenciacdo genética

e alto fluxo génico entre as areas analisadas (Tabela 49).

Tabela 49 - Diferenciacdo genética (Fst, abaixo da diagonal) e fluxo génico (Nm acima da diagonal), do gene
ND5, entre Anopheles albitarsis s.I coletados em diferentes areas do municipio do Conde-PB.

Area F AreaE  AreaD AreaC

Area F 0 0 0
AreaE - 0,02966 © ©
AreaD -0,07352 -0,03097 0

AreaC -1,00000 -0,75000 -1,00000

) ) Fonte: o autor. )
Legenda: Area E, Baralna; Area C, Conjunto Rio do Ouro; Area D, Vila Jacumd; Area F, Guruji.; o, infinito.
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9 DISCUSSAO

Numa perspectiva global a malaria ainda € um sério problema de satde publica. Varios
esforcos tém sido realizados ao longo dos anos, na tentativa de mitigar os problemas
socioecondémicos relacionados a doenca, principalmente em paises mais afetados
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2021). Neste estudo, foi realizada a vigilancia
entomolodgica e molecular de anofelinos de duas regiGes com perfis de transmissdo da malaria
e controle vetorial diferentes - Cidade da Praia (Cabo Verde) e municipio do Conde-PB
(Brasil).

A identificacdo dos anofelinos em Cabo Verde resultou em 100% de An. arabiensis do
total de espécimes analisados. E importante destacar que a coleta foi realizada em apenas dois
bairros da cidade da Praia. Esse resultado corrobora estudos anteriores (ALVES et al., 2006;
CAMBOURNAC; PETRARCA; COLUZZI, 1982; DA CRUZ et al., 2019; RIBEIRO et al.,
1980) e, principalmente o estudo mais recente de atualizacdo da fauna de mosquitos de Cabo
Verde (Leal et al. 2021). Nesse Gltimo, os autores registraram Anopheles arabiensis em quatro
das nove ilhas amostradas no pais, confirmando que Anopheles arabiensis €, provavelmente, a
Unica espécie, transmissora de Plasmodium, pertencente ao complexo Anopheles gambiae
presente no arquipélago atualmente. A presenca potencialmente exclusiva desta espécie em
Cabo Verde pode ser explicada pelo clima arido do pais, uma vez que entre 0s membros do
complexo Anopheles gambiae, An. arabiensis é o que melhor se adapta a ambientes aridos
(COETZEE et al., 2013). A vigilancia entomoldgica e consequente atualizacdo da carta
anofélica em Cabo Verde deve continuar sendo realizada, periodicamente, uma vez que 0
arquipélago constitui uma importante rota comercial e turistica, fazendo ligacGes com varios
paises da Africa nos quais outros membros do complexo Anopheles gambiae sdo consideradas
vetores da malaria. Esta condicdo pode contribuir para introdugdo de outras espécies do
complexo, principalmente de Anopheles gambiae s.s que, apesar de ser encontrado em areas
florestais Umidas, também se adapta a ambientes aridos (HUESTIS; LEHMANN, 2014;
ONYABE; CONN, 2001).

Os resultados relacionados a coleta de mosquitos no municipio do Conde-PB, regido
situada ao sul do estado da Paraiba, Brasil, demonstram uma vasta circulacdo de espécies de
Anopheles em todas as areas de coleta. Neste estudo foram registradas nove espécies de
Anopheles no municipio. Destas, sete ja tinham sido reportadas anteriormente (CARLOS et

al., 2019), das quais trés - Anopheles aquasalis, An. argyritarsis e An. albitarsis s.l - sdo
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consideradas potenciais vetores da maléaria no estado (PARAIBA, 2019). As espécies An.
sawyeri e An. oswaldoi estdo sendo relatadas no estado da Paraiba pela primeira vez, no
entanto, outros exemplares destas espécies devem ser capturados para fins de confirmacéo por
taxonomia classica e molecular.

De forma geral, os anofelinos foram coletados, na sua maioria, em ambientes extra e
peridomiciliar, em &reas mais preservadas,, com maior cobertura vegetal, um pouco distante
do aglomerado urbano, evidenciando o habito exofilico e possivelmente baixo grau de
antropofilia das espécies coletadas (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). Além disso, as trés
espécies consideradas potenciais vetores da maléria - An. aquasalis, An. argyritaris e
An. albitarsis s.I — também foram encontradas em areas urbanas, ao longo de um corredor
ecologico, proximo a manguezais, ao longo dos rios locais (ver figura 29). Apesar de uma
ampla cobertura espacial para coleta de anofelinos, a area A (Capaddcia) foi a Unica na qual
ndo foram encontradas espécies de Anopheles. Segundo dados ja publicados por nosso grupo
(GOMES et al., 2020), esta foi a area em que o primeiro caso da malaria e uma recidiva foram
registrados durante o surto da doencga ocorrido no municipio em 2019. Ainda segundo 0s
mesmos autores, a auséncia de anofelinos nesta area pode estar associada a aridez da area e a
distancia de possiveis criadouros, sugerindo que individuos com maléria, residentes nesta
area, tenham sido infectados em outra localidade do municipio.

De todos 0s métodos de captura de mosquitos usados para a coleta no municipio do
Conde, as armadilhas de CDC luminosa e BG-Sentinel com gelo seco tiveram o melhor
desempenho. Embora a alta eficiéncia da armadilha BG-Sentinel ja tenha sido comprovada, a
CDC luminosa sem iscas (ex: CO2, gelo seco) geralmente ndo mostra bons resultados quando
comparada com outros métodos de coleta para captura de anofelinos adultos (CANSADO-
UTRILLA et al., 2020; HIWAT et al., 2011; HIWAT; BRETAS, 2011; LIMA et al., 2014;
SRIWICHALI et al., 2015; ZAIM et al., 1986). Apesar disso, neste estudo a CDC luminosa se
mostrou eficiente, fazendo dela uma ferramenta extremamente Util para a captura de
anofelinos na regido. A coleta por busca ativa com capturador de Castro em areas peri e
extradomiciliares foi o Unico método capaz de coletar todas as espécies encontradas no
municipio, demonstrando tanto a eficiéncia desse método de captura quanto 0 comportamento
exofilico desses mosquitos (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). A baixa eficiéncia da armadilha
de Shannon na coleta de mosquitos adultos, neste estudo, deve-se ao fato deste modelo de
armadilha ter sido utilizado, apenas, duas vezes ao longo do periodo de coleta. Apesar disso, a

alta eficiéncia dessa armadilha é amplamente comprovada como um método alternativo para
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captura de anofelinos (JACOBINA et al., 2020; LIMA et al., 2014; MISSAWA et al., 2011,
REIS et al., 2018).

Em relacéo a deteccédo de infeccdo natural por Plasmodium nos anofelinos coletados no
municipio do Conde, os resultados apontam para a auséncia do parasita, independentemente
da seccdo (cabeca/torax ou abdémen) do mosquito adulto analisada. Este achado pode ser
explicado pela amostragem baixa e/ou baixa incidéncia de casos durante o surto localizado da
doenca. Outros estudos, de deteccdo de Plasmodium spp., também detectaram uma taxa de
infeccdo natural baixa (variacdo de 0,6% a 8%) em anofelinos coletados no estado do
Maranh&o, outra regido do Brasil (BARROS et al., 2020; FIGUEIREDO et al., 2017). Vale
destacar que, além do nosso estudo, ndo existe nenhum estudo sobre a infeccdo natural por
Plasmodium nas espécies de Anopheles, no estado da Paraiba.

Apesar da taxa de infectividade ser considerada zero nas amostras coletadas, os achados
do nosso estudo sugerem que as espécies An. aquasalis, An. argyritarsis e An. albitarsis s.1
s80 0s provaveis vetores responsaveis pela situacdo epidemioldgica registrada no municipio
em 2019, uma vez que a maioria dos casos da malaria também ocorreu ao longo do mesmo
corredor ecologico no qual essas trés espécies foram coletadas em altas densidades,
constituindo uma &rea de risco para a ocorréncia da doenca (GOMES et al., 2020). Este
ambiente pode estar diretamente associado aos habitos exofilicos dessas potenciais espécies
vetoras encontradas no municipio do Conde. Conforme descrito anteriormente, Anopheles
aquasalis, por exemplo, é uma espécie que se reproduz preferencialmente em pocas de agua
parada e salobra que ocorrem em areas litoraneas, principalmente no Nordeste do Brasil.
Apesar da espécie apresentar comportamento zoofilico e exofilico, na auséncia de animais e
em alta densidade, o mosquito também se alimenta de sangue humano, apresentando assim
um certo grau de antropofilia (CARLOS et al.,, 2019; CONSOLI; OLIVEIRA, 1994;
FIGUEIREDO et al., 2017). Possivelmente esse padrdo de comportamento diversificado esta
ligada a ocorréncia dos casos durante o surto da malaria no municipio do Conde. Essa
peculiaridade é também observada em outros anofelinos, incluindo os mosquitos do complexo
An. albitarsis, que, além de ser encontrado em planicies e baixadas, exibe um pico de
alimentacdo sanguinea em humanos no inicio da noite no peridomicilio e repousando no
extradomicilio (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

A analise molecular para a detec¢do de mutacGes associada a resisténcia a inseticidas
quimicos tanto na populacdo de Anopheles coletada em Cabo Verde como para os trés
potenciais vetores da maléria coletados no municipio do Conde revelou a auséncia das

mutacdes pontuais nos genes ace-1 (G119S) e GSTE2 (L119F). Esses resultados sugerem uma
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nédo selecdo desses alelos que afetam a funcionalidade da ace-1 e GSTEZ2, respectivamente,
mas ndo descarta a possibilidade de perda de suscetibilidade pela alteracdo de outros sistemas
de desintoxicacdo, como a familia da monooxigenase, esterases ou outras enzimas da familia
Glutationa S- Transferases (NAMOUNTOUGOU et al., 2012; OLE SAGBA et al., 2017;
OWUOR et al., 2021; SAFI et al., 2017), principalmente em Cabo Verde onde o uso de
inseticidas quimicos, das classes dos organofosforados e piretroides, é histérico. No caso do
municipio do Conde, esses resultados se justificam uma vez que o controle vetorial, a base de
inseticidas quimicos, é realizado de forma emergencial, apenas em situacdes de surtos de
doengas vetoriais que ocorrem na regido (PARAIBA, 2020).

Por outro lado, duas mutagdes pontuais no gene Na, de An. arabiensis coletada em Cabo
Verde foram observadas neste estudo. Esses resultados demonstram, pela primeira vez, a
presenca do alelo 1014F (kdr-west) na populacdo de An. arabiensis. Embora os periodos de
amostragem e locais sejam diferentes daqueles no estudo de da Cruz et al. (2019), esses dados
também mostram que a frequéncia do alelo 1014S (kdr-east) aumentou, de 0,073 em da Cruz
et al. (2019) nas amostras coletadas em Cabo Verde em 2015, para 0,15 (presente estudo).
Esse achado mostra que este alelo esta sendo selecionado gradativamente. As mutagdes kdr-
west e kdr-east tém sido encontradas em varios paises do continente africano, (BADOLO et
al., 2012; CHOUAIBOU et al., 2017; DABIRE et al., 2014; DJEGBE et al., 2018; KABULA
et al., 2014; KAWADA et al., 2011b; KWIATKOWSKA et al., 2013; MATHIAS et al., 2011;
OCHOMO et al., 2015; THIAW et al., 2018; VERHAEGHEN et al., 2006; YEWHALAW et
al., 2010). Esta distribuicdo indica uma disseminacdo desses dois alelos em todo o continente
como consequéncia do fluxo génico entre as diferentes populaces de Anopheles (NDIATH et
al., 2015).

No presente estudo, ambas as mutacGes foram encontradas nos dois locais de coleta
(AGT e Varzea) em Cabo Verde, indicando que estas mutagdes podem estar bem distribuidas
na cidade da Praia, onde o controle de vetores através do uso de compostos quimicos é mais
frequente. No entanto, uma coleta mais ampla deve ser realizada em outros bairros da cidade
para melhor estimar a frequéncia desses alelos e sua distribuicdo geografica. Conforme
mencionado por da Cruz et al. (2019), é possivel que a alta frequéncia dos alelos seja
associada ao uso frequente de piretréides em certos locais. Segundo a OMS, Cabo Verde foi
um dos paises africanos com maior cobertura por LLINS e IRS nos programas de controle da
maléria em 2019 (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2020), o que reforca a ideia de
gue o aumento da frequéncia alélica esteja associado ao uso frequente de piretréides uma vez

que esses inseticidas sdo 0os mais usados nos dois métodos de controle supracitados. Mais



140

recentemente, a resisténcia ao temephos foi relatada em populagbes selvagens de An.
arabiensis na cidade da Praia (PIRES et al., 2020), coletadas na mesma época e n0s mesmos
locais, 0 que sugere uma possivel pressdo seletiva para a resisténcia aos inseticidas devido ao
seu maior uso. Infelizmente, em Cabo Verde, atualmente ndo existe nenhum dado puablico
sobre o uso de piretroides por localidade para permitir qualquer estimativa de uma possivel
associacao entre o uso de compostos quimicos na cidade e dados de resisténcia relatados.

Mutacdes kdr encontradas no nosso estudo podem estar associadas a resisténcia a
deltametrina 0,05% relatada por DePina et al. (2018b) na populacdo de An. arabiensis da
cidade da Praia. Essas amostras foram coletadas durante o mesmo periodo em que nossas
amostras foram coletadas. Os resultados sugerem que o vetor esté se adaptando aos inseticidas
usados no programa de controle de vetores local. A presenca dessas mutacdes representa uma
ameaca ao controle do vetor em Cabo Verde, uma vez que os LLINs, medida recentemente
implementada pelo Ministério da Salde, contém deltametrina, o que pode contribuir para o
aumento da resisténcia aos piretrdides em populacBes de Anopheles selvagens. Mutagoes
associadas a resisténcia a inseticidas quimicos, no gene Nav, também foram relatadas em
Aedes aegypti, vetor da dengue em Cabo Verde (AYRES et al., 2020), evidenciando a
adaptacédo desses dois vetores ao controle vetorial integrado usado em Cabo Verde.

Apesar da cidade da Praia (Cabo Verde) e o municipio do Conde (Brasil) serem duas
regides com perfis epidemioldgicos de transmissdo da malaria e com abordagens de controle
diferentes, torna-se importante 0 monitoramento periddico dos genes associados a resisténcia
nessas duas regides uma vez que, o diagndstico precoce da resisténcia pode subsidiar a
tomada de decisGes em programas de controle local.

Conforme mencionado anteriormente, o uso de genes mitocondriais tém constituido um
importante marcador molecular em estudos evolutivos de anofelinos (BUNMEE et al., 2021).
Em relacdo a anélise dos genes COIl e ND5 da populagdo de An. arabiensis coletada em
apenas duas localidades da cidade da Praia, em Cabo Verde, foi observada uma baixa
diversidade genetica para o gene COI e auséncia de polimorfismos genéticos para 0 gene
ND5. Ambos os testes de neutralidade ndo foram significativos para o gene COI, sugerindo
que a populacdo esteja evoluindo de forma neutra (equilibrio entre a ocorréncia de mutacdes e
deriva genética) (TAJIMA,1989). Os testes de neutralidade ndo foram calculados para o gene
ND5 devido a auséncia de polimorfismos nas sequéncias analisadas. No entanto, uma
amostragem mais ampla, compreendendo um maior nimero de localidades, deve ser realizada
para melhor avaliar o “background” genético e investigar a possivel relacdo entre o uso de

inseticidas (considerando diferentes momentos de intervencdo) sob a reducdo da variabilidade
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genética nesta espécie. Outros estudos tém demonstrado essa relacdo. Por exemplo, na
Tailandia, a variabilidade genética das populagdes de Aedes aegypti tém sido influenciada
pelo controle intenso de vetores & base de inseticidas (WEERARATNE et al., 2018). E
importante destacar que este & o primeiro estudo sobre a variabilidade genética
em An. arabiensis realizado em Cabo Verde. Apesar disso, outros estudos envolvendo outros
vetores no pais tém sido realizados, demonstrando também uma baixa diversidade genética
das populagdes analisadas (CAMPOS et al., 2020; GONCALVES, 2016; SALGUEIRO et al.,
2019).

A andlise global do gene COI, apesar da baixa diversidade genética observada em Cabo
Verde, revelou moderada a alta diversidade genética para alguns paises do continente africano
(Zambia, Malawi e Etidpia) bem como também para a Aradbia Saudita, pais situado no médio
oriente. O mesmo padrdo genético foi observado na analise do gene ND5 quando Cabo Verde
foi comparado com outros paises do continente africano. A baixa diversidade observada em
Cabo Verde pode estar relacionada a uma coleta ndo representativa da cidade da Praia ou
também pelo fato de haver poucas introdugdes de mosquitos, por ser um arquipélago. Outros
fatores a serem considerados seriam: a introducdo recente da populacdo na regido uma vez
que frequentemente, as introducfes comegcam com uma populacdo com diversidade genética
relativamente pequena, e a variagdo € adquirida ao longo do tempo por meio de mutagdo
espontanea ou fluxo génico (CAMPOS et al., 2021; CARTER et al., 2021); contracdo
populacional (TAJIMA, 1989). No entanto, essa ultima hipdtese s6 seria aceita caso 0s testes
de neutralidades tivessem sido positivos e significativos. Neste estudo, de forma geral, os
testes de neutralidade, realizados em ambos 0s genes mitocondriais, resultaram em valores
positivos (para a populacdo de An. arabiensis de Cabo Verde) e negativos (para as
populacdes An. arabiensis dos outros paises usadas nas analises), porém ndo significativos,
sugerindo evolugéo neutra em todas as populagdes estudadas. Resultados similares foram
encontrados em populacdes de Aedes aegypti e Aedes albopictus na Malasia (NAIM et al.,
2020). Embora os nossos dados ndo sejam consistentes com a contracdo populacional para a
populacdo de Cabo Verde, € importante destacar que, provavelmente, o tamanho da amostra
no nosso estudo ndo é suficiente para analisar a evolucdo demografica da populagdo de
Anopheles arabiensis em Cabo Verde.

As analises filogenéticas e de redes de haplétipos revelaram haplotipos exclusivos de
Cabo Verde para o gene COI, mas quando analisado o gene ND5, o hapl6tipo Unico
encontrado em Cabo Verde também foi registrado em outros dois paises no continente

africano. Apesar disso, esses resultados demonstram, de forma geral, o isolamento genético
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desta populacdo de Cabo Verde das populagGes de Anopheles arabiensis dos demais paises
analisados nesse estudo, estando filogeneticamente mais proxima das populac@es da Etidpia,
Malawi e Suddo. No entanto, a compreensdo mais clara da relacédo evolutiva da populacéo de
Anopheles arabiensis de Cabo Verde com outras populacdes requer amostragem adicional e
sequenciamento tanto de populagtes de An. arabiensis coletadas em Cabo Verde como de
populacOes de An. arabiensis de paises ou regides que estdo sub-representados em bancos de
dados. Carter et al. (2021), no seu estudo de diversidade genética com Anopheles stephensi na
Etiopia, baseado no gene COI, também levantaram essa necessidade de sequenciamento de
populacbes em paises sub representados em banco de dados para melhor entender essa relacdo
evolutiva entre suas espécies.

A populacdo de Anopheles arabiensis de Cabo Verde foi diferente geneticamente,
guando comparado com populacdes de Anopheles arabiensis do continente africano e do
médio oriente, conforme revelado pelos altos valores de Fg para os genes COl e ND5
respectivamente, e esta diferenca foi estatisticamente significativa. Este resultado é
concordante com o baixo fluxo génico, revelado através dos baixos valores de Nm, entre a
populacdo de Cabo Verde e os demais paises analisados neste estudo. Por outro lado, os
resultados demonstram que existe, no geral, moderado a alto fluxo génico e baixa a moderada
diferenciacdo genética para ambos 0s genes, quando 0s paises no continente foram
comparados. Cabo Verde é um arquipélago oceanico situado a aproximadamente 500 km do
continente africano. Os nossos achados sugerem que essa barreira geografica existente entre
Cabo Verde e os demais paises analisados seja um dos principais fatores limitantes ao fluxo
génico nesta espécie. Essa barreira fisica que separa Cabo Verde dos demais paises pode ndo
ser 0 unico fator limitante ao fluxo génico entre eles. Outros fatores climaticos, ambientais e
biolégicos também podem desempenhar um papel importante na limitacdo do fluxo génico,
como mostram outros estudos (KADDUMUKASA et al.,, 2020; MANIN; DRAKELEY;
CHUA, 2018; MOTOKI et al., 2019; OGOLA et al., 2019; SARMA et al., 2016).

O teste de Mantel ndo revelou nenhuma correlagdo entre a distancia genética e a
distancia geografica das populacdes de An. arabiensis estudadas quando o gene COI foi
analisado. Apesar disso, uma correlagdo positiva muito fraca foi observada quando o gene
ND5 foi analisado. Esses resultados diferentes de isolamento por distancia, para esses dois
genes, podem ser explicado pelo uso de grupos populacionais, na sua maioria, diferentes para
ambos 0s genes. Além disso, os fragmentos de genes mitocondriais também apresentam taxas
evolutivas diferentes (ZHANG; CHENG; GE, 2019). Sendo assim, para melhor elucidar as

variacdes genéticas e as relacdes entre a distancia genética e a distancia geografica entre essas
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populacbes, uma analise do genoma mitocondrial completo seria necessaria (CAMERON,
2014; MANIN; DRAKELEY; CHUA, 2018; HAO et al., 2017). Alguns estudos, também
demonstraram a auséncia de correlacdo entre a distancia genética e a distancia geografica das
populacdes de anofelinos analisadas com base no teste de Mantel (MAKHAWI et al., 2013;
OGOLA et al., 2019; MANIN; DRAKELEY; CHUA, 2018; FENG et al., 2017). Por outro
lado, existem estudos que mostram o contrario. Por exemplo, uma correlacdo fraca, mas
significante foi estabelecida entre distadncia genética e geografica para a maioria das
populacdes de Anopheles funestus no estudo realizado por Kaddumukasa et al.(2020) em
cinco paises do continente africano. Outro estudo usando o marcador COl e microssatélites
também mostrou que a distancia geogréfica tem um efeito na variagdo da estrutura genética
das populacdes de An. culicifacies de Sri Lanka (SURENDRAN et al., 2015).

A andlise da variabilidade genética dos trés potenciais vetores da malaria (An. aquasalis,
An. argyritarsis e An. albitarsis s.I), coletados no municipio do Conde-PB, resultou em baixa
diversidade genética em todas as &reas nas quais essas espécies foram coletadas,
independentemente do gene mitocondrial analisado. Os resultados dos testes de neutralidades,
sugerem que as espécies analisadas neste estudo estdo evoluindo de forma neutra. A baixa
diversidade observada pode estar relacionada ao baixo nimero amostral usada nas analises ou
também ao tipo de nicho ecoldgico que essas espécies ocupam, e ndo por causa da pressao
seletiva causada pelo uso de inseticidas quimicos, uma vez que o controle vetorial é feito de
forma irregular na regido (DOS SANTOS et al., 2005). De forma geral, as comparac6es par-
a-par (valores de Fst) e os valores de Nm, para os genes COI e ND5 demonstraram que essas
populacdes de An. aquasalis, An. argyritarsis e An. albitarsis s.l, apresentam uma baixa
diferenciacdo genética e alto fluxo génico, resultando em baixa estruturacdo genética.
Resultados similares foram encontrados em populac@es de An. triannulatus s.I na Colémbia,
com base na analise do gene COI, apesar de distdncias maiores entre os locais de coleta
(ATENCIA-PINEDA et al., 2018). Outro estudo baseado na analise do gene COI também
mostrou baixa diferenciagdo genética de An. darlingi na Amazoénia Ocidental e Central do
Brasil (PEDRO & SALLUM, 2009). No presente estudo, os resultados de diferenciagéo
genética e fluxo génico podem ser explicados pela curta distancia geografica existente entre as
areas de coleta no municipio do Conde (3 a 4 km). O municipio se caracteriza por ser uma
regido com uma 4rea territorial relativamente pequena (172,744 km?) e com pouca ou
nenhuma barreira geografica entre as areas de coleta. Portanto, se os locais de coleta estdo
proximos entre si, h4 uma probabilidade maior de ocorréncia de fluxo génico (MANTEL,

1967). O corredor ecoldgico, existente no municipio do Conde, ndo limitou o fluxo génico
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entre as areas de coleta, demonstrando ndo ter efeito na variabilidade genética das populacdes
de anofelinos analisados neste estudo. Weeraratne et al. (2018), no seu estudo, também
relataram fluxo génico entre as areas de coleta de anofelinos e relacionaram esse resultado a
auséncia de barreiras geogréaficas, independente da distancia geografica, uma vez que a area
territorial da regido de estudo também era pequena. Por outro lado, outros estudos tém
demonstrado que as barreiras geograficas tém constituido o principal determinante na
estrutura genética dos mosquitos em compara¢do com a distancia geogréafica (MA et al., 2011,
MARKIANOS et al, 2016; OLANRATMANEE et al., 2013).

Os resultados encontrados no presente estudo fornecem dados importantes sobre 0s
anofelinos coletados nas duas regides de estudo (Praia — Cabo Verde e Municipio do Conde —
Brasil). Por exemplo, é importante destacar que a presenca dos dois alelos associados a
resisténcia a inseticidas no canal de sodio de Anopheles arabiensis constituem um alerta para
as autoridades competentes de Cabo Verde. Sendo assim, h& necessidade de criar medidas
para evitar a dispersdo e a fixagdo desses alelos na populagdo de mosquitos estudada,
principalmente nas areas alvos de maior controle vetorial a base de inseticidas quimicos.
Além disso, estratégias de vigilancia dos potenciais vetores da malaria no municipio do Conde
devem ser levadas a cabo, a fim de reduzir as suas respectivas densidades populacionais na
regido. A curta distancia entre os pontos de coleta no municipio do Conde, e
consequentemente baixa diferenciacdo genética e alto fluxo génico, sugerem que o0s potenciais
vetores analisados neste estudo devem responder de forma semelhante as medidas de controle

vetorial implementadas nessa regido, apesar da irregularidade no uso de compostos quimicos.
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10 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo mostraram que:

A espécie An. arabiensis é, possivelmente, o Unico vetor da maléria, pertencente ao
complexo Anopheles gambiae, presente na cidade da Praia, Cabo Verde;

Uma grande diversidade de anofelinos foi encontrada no municipio do Conde-PB; As
espéecies An. sawyeri e An. oswaldoi foram reportadas pela primeira vez no estado da
Paraiba;

Anopheles aquasalis, Anopheles argyritarsis e Anopheles albitarsis s.l sdo, possivelmente,
0s potenciais vetores responsaveis pelo surto da maléria ocorrido no municipio do Conde,
apesar da infeccdo natural ndo ter sido detectada em nenhuma espécie investigada naquele
municipio;

A auséncia de mutagdes associadas a resisténcia a inseticidas nos genes Nav, Ace-1 e
GSTE2 nas populac@es do municipio do Conde, sugere que o uso de inseticidas para o
controle de vetores ocorre de forma descontinuada;

A auséncia de mutacdes nos genes ace-1 e GSTE2 na populacdo de An. arabiensis
coletada em Cabo Verde, indica que o uso de inseticidas pelos programas de controle ndo
esta exercendo uma pressao de selecdo sobre os alelos associados a resisténcia nesses dois
genes.

O aumento na frequéncia do alelo kdr 1014S, comparado com achados anteriores, € a
presenca do alelo kdr 1014F na populacdo de An. arabiensis de Cabo Verde apontam para
a necessidade urgente de criar estratégias de vigilancia para estabelecer novas abordagens
no programa de controle vetorial no pais;

A analise de variabilidade genética revelou que Anopheles arabiensis de Cabo Verde é
geneticamente distinta em comparagdo com populagdes dos demais paises avaliados neste
estudo; os valores de Fst e Nm evidenciam auséncia de diferenciacdo genética das espécies
de Anopheles (An. aquasalis, An. argyritarsis e An. albitarsis s.l) coletadas nas diferentes

areas no municipio do Conde-PB, devido a alta troca de migrantes.



146

11 RECOMENDACOES

Diante dos resultados encontrados neste estudo, recomenda-se:

Coletas periodicas, a fim de atualizar a fauna anofélica das duas regides de estudo,
principalmente no municipio do Conde, e entender o papel das espécies de Anopheles
identificadas na dindmica de transmissdo da malaria na regido. Além disso, € necessario
entender a bioecologia desses mosquitos para ado¢do de medidas de controle adequadas e

eficazes.

Apesar da baixa taxa de transmissdo da malaria nas duas regibes, deve-se fazer
vigilancia entomoldgica e molecular constante, com estratégias de diagnostico de infeccao por

Plasmodium spp.

Um continuo monitoramento dos genes associados a resisténcia aos inseticidas

quimicos, deve ser realizado em Cabo Verde onde o uso de inseticidas é mais frequente.

Realizacdo periddica de bioensaios, recomendados pela OMS, para avaliar a
suscetibilidade “in vivo” das populagbes de Anopheles, sabidamente transmissoras de

Plasmodium, aos inseticidas quimicos usados no controle vetorial em ambas as regides.

Realizacdo de estudos de diversidade genética para investigar a origem das populacdes
de Anopheles analisadas neste estudo. Além disso, para obter uma melhor imagem da
variacdo genética dessas populagfes, uma analise da sequéncia de DNA mitocondrial

completa € necessaria.
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APENDICE A - ALINHAMENTO DA SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS AMPLIFICADA DO GENE NA, DE Anopheles arabiensis (GENBANK: KR867649.1).

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
P e e e e e I

TTATTTGCAATGTACATGCATTATGCTCTTTACAATGCCAACGCAATCCCTGTTAAAGAAAATGCATTAACGATAAGCTTTTAGAAAAAGGTTTAGAGAA
S
re

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

D e I T e T e
ACAGCTTACAATGTCTTGATGATCAATTCAAGTAGTCTACTAGCTTATTCTCAATTATTATATATTCACAAACGCAAATTTAATGCTTTGTGACAGATTT

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

D e o
CATCAGAAAATCAGTGTTTTGCTAGCCTAATTGCTTTTTTCCTTTTCTTTAATATACTTTTTCCAGATAATGTGGATAGATTCCCCGACCATGATCTGCC

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

R e e e e e e e
AAGATGGAATTTTACAGATTTCATGCATTCCTTCATGATTGTGTTCCGTGTGCTATGCGGAGAATGGATTGAATCAATGTGGGATTGTATGCTTGTCGGT

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

GATGTATCCTGCATACCATTTTTCTTGGCCACTGTAGTGATAGGAAATTTAGTCGTAAGTAATGCAAATTAACATGGACCAAGATCGTTTTTACATGACA
4
TCA o~

TTT

TT

Fonte: O autor.

Legenda: em cinza — Sequéncia codante (exon 20); em azul — codon onde ocorre as mutagdes L1014S (TTA/TCA) e L1014F (TTA/TTT); Setas — regido de anelamento dos

primers



APENDICE B - ALINHAMENTO DA SEQUENCIA CODIFICANTE DO GENE ACE-1 DE Anopheles arabiensis

RESULTANTE (VECTOR BASE: AGAP001356).

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
R I R I B e e O e O S O I
ATGGAGATCCGAGGGCTGCTGATGGGTAGACTACGGTTAGGACGGCGGATGGTTCCGCTGGGTCTGCTCGGCGTGACCGCGCTGCTACTAATCCTGCCAC
M £ I R G L L M G RL RL GRIRMV P L GL L GV TATUILTILTLTIL P

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

e e e e e e e e e e I
CCTTCGCGCTGGTGCAGGGCCGGCACCACGAGCTCAACAATGGTGCCGCCATCGGATCGCATCAGCTGTCGGCTGCCGCCGGTGTTGGCCTTGCCTCCCA
P ¥F A L V Q G R HHEL NNG A ATI G S H QUL S A A A G V G L A S Q

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
e e e e e e e e e e s I
GTCCGCCCAGTCCGGATCGCTCGCATCCGGTGTGATGTCATCCGTTCCTGCTGCCGGAGCGTCATCCTCCTCCTCGTCGTCGCTGCTGTCATCGTCAGCC

s A Q s G s L A S G VM S sV PAAGAS S s s s s s L L s s s A

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
S O e O T S e e e O e O e e T I

GAGGACGACGTGGCGCGCATTACTCTCAGCAAGGACGCAGACGCATTTTTTACACCATATATAGGTCACGGTGAGTCCGTACGAATTATAGATGCCGAGT
E b DV A R I T L S K D A 1D A F F T P Y I G H G E S V R I I D A E

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

e e e e e e e I
TGGGCACGCTCGAGCATGTCCACAGTGGAGCAACGCCGCGGCGACGCGGCCTGACGAGGCGCGAGTCAAACTCGGACGCGAACGACAACGATCCGCTGGT
L 6 T L £EH V H S GG AT P RRUR G L T R R E S N S 1D A N D N D P L V

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
. . B [ R B R e e e T
GGTCAACACGGATAAGGGGCGCATCCGCGGCATTACGGTCGATGCGCCCAGCGG GAAGGTGGACGTGTGGCTCGGCATTCCCTACGCCCAGCCGCCG
v ~n T b K GG R I R G I T V DA P S G K KV DV W L G I P Y A Q P P
Primer F

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
B e e e L I T
GTCGGGCCGCTACGGTTCCGTCATCCGCGGCCGGCCGAAAAGTGGACCGGCGTGCTGAACACGACCACACCGCCCAACAGCTGCGTGCAGATCGTGGACA
v G p L R F R HPRPAEI KWTGV L NT T T P P N S C V Q I V D

176

E A RESPECTIVA PROTEINA



S

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800
D S e e e e e e e S s I
CCGTGTTCGGCGACTTCCCGGGCGCGACCATGTGGAACCCGAACACGCCCCTGTCCGAGGACTGTCTGTACATTAACGTGGTGGCACCGCGACCCCGGCC
T v ¥ G D F p G A TMWNUPN TP L S E DCUL Y I NV V A P R P R P

v

810 820 830 A§4O 850 860 870 880 890 900

D e S O e I I D e e e S S e T
GAATGCGGCCGTCATGCTGTGGATCTTCGGCGGdg:érTCTACTCCGGCACCGCCACCCTGGACGTGTACGACCACCGGGCGCTTGCGTCGGAGGAG

K NAAVM L WIF G G GVF Y s G TATL D VY D HURAILA S E E

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000
e e e e e e e e e e s I
AACGTGATCGTGGTGTCGCTGCAGTACCGCGTGGCCAGTCTGGGCTTCCTGTTTCTCGGCACCCCGGAAGCGCCGGGCAATGCGGGACTGTTCGATCAGA

N Vv I Vv S L Q Y RV A S L GPF L F L G T P EAP G NA G L F D Q

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100
O T e T e T
ACCTTGCGCTACGCTGGGTGCGGGACAACATTCACCGGTTCGGTGGCGATCCGTCGCGTGTGACACTGTTCGGCGAGAGTGCCGGTGCCGTCTCGGTGTC
N L A L W Vv R D NI HRPF G GG D P S RV TLF G E S A G A V S V S

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
e e e e e T I
GCTGCATCTGCTGTCCGCCCTTTCCCGCGATCTGTTCCAGCGGGCCATCCTGCAGAGCGGCTCGCCGACGGCACCGTGGGCATTGGTATCGCGCGAGGAA

L # L L S AL S RDILPFF Q RATI L QS G S P TAUPWATILV S R E E

Primer R
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
B e e e e e T e e e e s I
GCCACACTAAGAGCACTGCGGTTGGCCGAGGCGGTCGGCTGCCCGCACGAACCGAGCAAGCTGAGCGATGCGGTCGAGTGCCTGCGCGGCAAGGACCCGC
A T L RT A L R L A E AV G C P HE P S KL S DAV E C L R G K D P

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
| . | | . | . | . T e T T e e I

ACGTGCTGGTCAACAACGAGTGGGGCACGCTCGGCATTTGCGAGTTCCCGTTCGTGCCGGTGGTCGACGGTGCGTTCCTGGACGAGACGCCGCAGCGTTC
H Vv L VN NE W G T L G I ¢C E F P F V P V V D G A F L DE T P Q R S

1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500
T e e e e I
GCTCGCCAGCGGGCGCTTCAAGAAGACGGAGATCCTCACCGGCAGCAACACGGAGGAGGGCTACTACTTCATCATCTACTACCTGACCGAGCTGCTGCGC
L A S G R F KX TE I L T GG S N T E E G Y Y F I I ¥ Y L T E L L R

177



1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600

e e e e e e e e S e I
AAGGAGGAGGGCGTGACCGTGACGCGCGAGGAGTTCCTGCAGGCGGTGCGCGAGCTCAACCCGTACGTGAACGGGGCGGCCCGGCAGGCGATCGTGTTCG

K E E G v T Vv T REEF L Q AV RELNP Y V N G AAURQA I V F

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700
B e e e T O T e e I B e O T PN
AGTACACCGACTGGACCGAGCCGGACAACCC CAGCAACCGGGACGCGCTGGA GATGGTGGGCGACTATCACTTCACCTGCAACGT! CGAGTT
E 'y T™DWTE P DN PN SN RDAULDI KMV G DY HF T C N V N E F

1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800

R L e e O I
CGCGCAGCGGTACGCCGAGGAGGGCAACAACGTCTACATGTATCTGTACACGCACCGCAGCAAAGGCAACCCGTGGCCGCGCTGGACGGGCGTGATGCAC

A Q R Y A EEGNNV Y MY L Y T HI R S K GNP W P R W T G V M H

1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900
e e e e e e e e e T I
GGCGACGAGATCAACTACGTGTTCGGCGAACCGCTCAACCCCACCCTCGGCTACACCGAGGACGAGAAAGACTTTAGCCGGAAGATCATGCGATACTGGT

G b E I NY V F G E P L NP T L G Y T E D E KD F S R K I MR Y W

1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000
T T e S e S O I e O O Y T
CCAACTTTGCCAAAACCGG TCCAAATCCCAACACGGCCAGCAGCGAATTCCCCGAGTGGCCCAAGCACACCGCCCACGGACGGCACTATCTGGAGCT
s N F A K T N P NP N T A S S E F P E W P K HTAH G R H Y L E L

2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080 2090 2100

GGGCCTCAACACGTCCTTCGTCGGTCGGGGCCCACGGTTGAGGCAGTGTGCCTTCTGGAAGAAGTACCTTCCCCAGCTAGTTGCAGCTACCEEGAACCTA

G L N T S F Vv G R G P RL R OQOCAUF WK K Y L P Q L V A A T Pp N L

2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200

B S e S L I T e O e T O Y T
CCAGGGCCAGCACCGCCTAGTGAACCGTGCGAAAGCAGCGCATTTTTTTACCGACCTGATCTGATCGTGCTGCTGGTGTCGCTGCTTACGGCGACCGTCA

P G P A P P S E P CE S SAVF F YR P DL I VL L V S L L T A T V

2210
B N I
GATTCATACAATAA
R F I Qo *

178

Fonte: O autor. Legenda: Setas verticais — indicam a posi¢do de cada intron; Setas pretas — indicam as posi¢des de anelamento dos primers. Elipse - codon onde pode ocorrer

a mutacdo G119S; tridangulo — posi¢do onde ocorre a substituicdo de nucleotideos.
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APENDICE C - ALINHAMENTO DA SEQUENCIA CODIFICANTE DO GENE GSTE2 DE Anopheles
arabiensis AMPLIFICADO E A PROTEINA RESULTANTE (VECTOR BASE: AARA008732).

Primer F
.
10 T 20 30 40 30 ] 70 80 80 100

AGTTCGCTGCGAAAATGTCCAAGCTTGTACTGTACACCCTGCACCTTAGCCCACCGTGCCOTGCCOT GRAGCTGLCGECCAAAGCGTT GGGCTT GGAGCT
M 5 EL VL ¥YTTULHTULS5 P P CERAYVYETULS AU AIEKDSBSBTILUGTLE L

110 120 130 140 150 1a0 170 180 150 200
GGAGCAGAAGACCATTAATCTGCTGACGGGTGACCATTTGAAGCCGGAATTTGTG. TAAACCCGCAACATACGATCCCGGTGCTGGATGACAACGGT
EQQ KTTIUWNULULTOGDHTU LI KU©PEFV KL N P QHTTIUPVILTDTUDUHNG
210 220 230 240 250 260 270 280 250 300

ACGATCATCACCGAGAGCCACGCGATCATGATCTATCTGGTGACGAAGTATGGCAAAGATGATAGCCTCTATCCAAAAGACCCCETCAAGCAGGCCCGTG

T I I TEJ SSHUAIMWNIZIYILVVTIU EKTYS GIETDU DS STI LYV P XKT?DZPYV EKUOQA& ATR
v
310 320 330 340 350 360 370 380 380 400

TAAATTCGGCCCTGCACT TCGAGTCCGGCGTACTGT TCGCCCGEATGAGATTCAT TTT TGAACGTATCCTATTCTTCGGCAAATCGGACATCCCCGAGEA

VN SLZLHEFESGVILFAZBAEMEBERTFTITFIERILTFTFOGEXSTDTITZPETD
CTT
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

TCGCOTTGAGTACGTGCAGAAATCGTACGAGCT GCTGHRAGGACACACT GG TGRACGACT TTGTCGCCGRACCGAGCATGACGATTGCCGACT TTAGCTGC
R ¥V EY ¥V KOS5 Y ELULET DTTULVVUDDT FVAGEP S5 MTTIOSBGTDTFS5C

510 520 530 540 550 560 570 580 580 600
ATTTCCACGATCTCGAGCATTATGGET GTGGTGCCGT TGGAGCAGTCGAAGCATCCCCGGATCTACGCGT GGATCGATCGGCTGAAGCAGC TGCCCTACT

I 5 T 15 51 MOGVWVV PLEWQSIEKUHT PZERTITYAWTIT DZETLIEKTZGQQTLEPY

610 620 630 640 650 660 &70 680 650 700
ACGAGGAAGCGAACGGTGECEGAGGCACCGATCTGOGCAAGT TTOTGC TAGCCAAAAAGGAGGAGAATGC TAAGGC TTAAAAAGG TGC GAGAGACCAAAC
Y EEANGOGOGGTTDTULOGHXK F VL AEKI EKTETEUNH& AREKRSR *

710 720 730

GATTATTATGAGTTAAATTTGGAAGCATTTGG

h Primer R
Fonte: O autor.
Legenda: Setas verticais — primeiro (74 pb) e segundo (89 pb) introns; triangulo — codon onde ocorre a mutagao
L119F; Setas horizontais — indicam as posi¢6es de anelamento dos primers.
* - Codon de parada
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APENDICE D - ALINHAMENTO DA SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS AMPLIFICADA DO GENE GSTE2 DE Anopheles darlingi (VECTOR BASE:

ADAC008205).

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
[ [ e [ [ e S [ I [ I
ATGCCGAAGCTTGTTCTGCACACCCTTCACCTTAGCCCACCGTGCCGTGCCGTAGAACTGACGGCCARGGCACTCGGATTGGAGCTCGAGCAGAAGGAGA

Primer F e
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

SRR VRO VORI [DRURR IVRPRORY IVUPRPREY [PRRPRPR IVAPRUPRY IVUPRPRUEY [DUUPRPR IDRPRUPRY IVUPRPRUEY [PRPUPRPR [DUPUUPRN IVUPUPRUNY [DUPUPR IDPRUURN ISP [P ISR
TTAATCTGCTCACCGGCGAGCACCTGAAGCCGGAGTTTCTGAAGgtattacggtgtatacggtgagggagagtcaatccagtaacacettetegecgtta

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

B [ [ e S e [ e [ e e e e I o [ |
aacagCTCAATCCACAACATACGATCCCGGTGCTGGATGATGATGGAACGATCATCACCGAAAGCCATGCCATCATGATCTATCTGGTGACGAAGTACGG

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

U [PV TRV IVRUUIRN IVUPIPARN IVUAPRN IVUDRPR IVAPRR ISP IO (ORI (PRPRUIORY [P IUIPIURY ISUUPIORY IVUUIPIRN ISP ISP IOSPRPR IO
TAAGGACGATTCGCTCTATCCGAAGGATGCGGTCAAGCAGGCACGCGTTAATGCTGCCCTTCATTTCGAATCCGGTGTGATCTTCGCGCGGATGCGCTTC

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
ST SN DU DR BN DR DU BN BN DR ST DT DU BN DR SRR TR . A U B
ATCTTCgtaagtaacgcgaaacgatcgcagcataactactttgtcactactactettteteteggaactetttctagGAGCGTATTEEGTTCTATGGTCA
CTT
510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

U [N (RIS ISRUIRN IVUPIPARN IVUPRPRN IVUDRPR IVAPRR IO IO (ORI (PRPRUIORY RPN IUIPIURY ISUUDIORY IVUVIPIRS ISP ISPAPR IOSPRP IO
TACCGACATTCCTGAGGATCGGGCCGATTACGTACGGAAGGCATACCAGT TGCTGGAGGATACTCTGATCGATGATTACGTTGCCGGTAGTCAGTTAACG
610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

U [N (RIS ISRUAUARN IVUPIPAPRN IR IVUURPR IPAPRR IDRPRN IO (ORI (PRDUUIORY RPN PPN ISUUIDIORY IVUVIPIRS ISP IOPAPR IOSPRP IO
GTGGCTGATTTCAGCTGCATCTCATCGACCGCTTCGATAATGGGGGTTGTCCCGCTGGATGCGGCCACCTTTCCGARAGATCCATGCCTGGATCAACCGGC

710 720 730 740 750 760 770 780

U [N [N ISR IVIAPAPRN IVRURPR IVUPRPR IV IO IOV (PRI IUPIORY IPIORY INAUIPIPRY IVUVIDRPRN ISPAPRNS IO I
TGAAGCAGCTGCCGTACTACGAGGAGGCCAACGGTGGTGGGGCAGCCGAGCTGGGCARGATTGTGATGTCGAAGGTAACAGCCTAA
=

<«

Primer R

Fonte: O autor.
Legenda: em cinza - primeiro (61 pb) e segundo (71 pb) introns; tridngulo - codon onde ocorre a mutagdo L119F (CTC/CTT);
Setas — indicam as posi¢Bes de anelamento dos primers.
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APENDICE E - CODIGO DE ACESSO DAS 31 SEQUENCIAS DO GENE COI DE An. arabiensis

OBTIDAS NO GENBANK.

Caodigo de acesso no

Pais GenBank
Quénia KJ522830.1
Quénia MW555794.1
Quénia KY670610.1

Arabia Saudita MZ220455.1
Arabia Saudita KMO068068.1
Arabia Saudita KMO068069.1
Arabia Saudita KMO079153.1
Uganda AF252877.1
Sudao KMO079153.1
Yemem KR152334.1
Zambia KR014850.1
Zambia LC473598.1
Zambia MK776730.1
Zambia KMO068069.1
Etiopia MK628499.1
Etiopia MK628480.1
Etidpia MK628481.1
Etiopia MK628482.1
Etidpia MK628483.1
Etidpia MK628484.1
Etiopia MK628487.1
Etidpia MK628497.1
Etiopia MK628496.1
Etiopia MK628490.1
Etidpia MK628489.1
Etiopia MK628488.1
Etidpia MK628491.1
Etidpia MK628486.1
Malawi LC473597.1
Malawi LC473598.1
Malawi LC473596.1
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APENDICE F - HAPLOTIPOS DO GENE COI E SUAS RESPECTIVAS POSICOES ONDE OCORREM

AS ALTERAGOES NUCLEOTIDICAS.

PosicBes nucleotidicas

Hapldtipos 4 76 82 115 127 154 223 250 280 319 325 373 427 436 fh

HOL CGT A G T A A G T G A T A

HO02 .

HO3 T

HO4

HO5 e .

HO6 ... . A
HO7 ... G

HO8 ... . A
HO09

H10 e . .
H11l e . C
H12

H13

H14 . . C . . . T

H15 e .
H16 T . . . A
H17 TA . . A

A

A

11

P PP R NRPRPRPRRPRRPORLREN

w
~N ©

Legenda: fh, frequéncia haplotipica.
Destaque em cinza — “parsimony informative sites”
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APENDICE G - CODIGO DE ACESSO DAS 49 SEQUENCIAS DO GENE ND5 DE An. arabiensis

OBTIDAS NO GENBANK.

Cadigo de acesso no

Pais GenBank
Sudéo KC610615.1
Sudao KC610578.1
Sudéo KC610580.1
Sudéo KC610630.1
Sudéo KC610624.1
Sudéo KC610619.1
Sudao KC610607.1
Sudao KC610567.1
Sudéo KC610658.1
Sudao KC610605.1
Malawi AY009990.1
Malawi AY009991.1
Malawi AY010004.1
Malawi AY009997.1
Malawi AY010002.1
Malawi AY009998.1
Malawi AY009989.1
Malawi AY010003.1
Malawi AY009965.1
Malawi AY009969.1
Etiopia AY009967.1
Etiopia AY009973.1
Etiopia AY009958.1
Etiopia AY009971.1
Etiopia AY009988.1
Etiopia AY009957.1
Etiopia AY010006.1
Senegal AF020997.1
Senegal AF021001.1
Senegal AF020969.1
Senegal AF020975.1
Senegal AF021000.1
Senegal AF020983.1
Senegal AF020982.1
Senegal AF020978.1
Senegal AF020977.1
Senegal AF020974.1

Africa do Sul AF020996.1
Africa do Sul AF020994.1
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(continuacao)

Cadigo de acesso no

Pais GenBank
Asfrica do Sul AF020995.1
Quénia AF021009.1
Quénia AF021009.1
Quénia AF021007.1
Quénia AF021005.1
Quénia AF021006.1
Quénia AF021004.1
Quénia AF021010.1
Quénia AF021008.1

Quénia AF020987.1




APENDICE H - HAPLOTIPOS

NUCLEOTIDICAS.

185

DO GENE ND5 DE Anopheles arabiensis E SUAS RESPECTIVAS POSICOES ONDE OCORREM AS ALTERACOES

Posicdes nucleotidicas

Haplétipos 27 68 75

76 111 129 138 165 201 204 229 243 247 279 306 321 330 423 441 463 516 534 579 fh

HO1
HO02
HO3
HO4
HOS
HO6
HO7
HO8
HO09
H10
H11l
H12
H13
H14
H15
H16
H17
H18
H19
H20
H21
H22
H23
H24

T T G

> > > - >>>H- >-

> > > -

G C T A T

G

> > > -

G 6 T T A T T G A G G C G T

C
c .
C
G
G .
. T
A T
. C
c . T
A C C .
. A
T

48

P P RPRPPRPRPRPNRPPRPONMNNNRERNOMNNMNNDND®WOLR



186

(continuacao)

PosicBes nucleotidicas
Haplotipos 27 68 75 76 111 129 138 165 201 204 229 243 247 279 306 321 330 423 441 463 516 534 579 fh

H25 e . . A . . . . . . A . . 1
H26 e . . . . . . . . . . . . . . . T 1
H27 e .. A . . . . C . . . . 1
H28 o AL . . . A . . . . . C 1
H29 e A . . . . C . . C . 1
H30 . . . . A . . .. G . C 1

Legenda: th, frequéncia haplotipica.
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APENDICE | - HAPLOTIPOS DO GENE COIl DE Anopheles argyristarsis E SUAS RESPECTIVAS POSICOES ONDE OCORREM AS ALTERAGOES

NUCLEOTIDICAS.

PosicBes nucleotidicas

Haplétipos 19 21 22 23

24 29 39 81

147 183 276 294 526 573 624 630 638 fh

HO1
HO2
HO03
HO04
HO05
HO6
HO7
HO08
HO9

G AGC

A

A CA C A A C A A A C A

T T . T T T

T

T

T

C

C

P PR PR R R WD

Legenda: fh, frequéncia haplotipica
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APENDICE J - HAPLOTIPOS DO GENE COI DE Anopheles aquasalis E SUAS RESPECTIVAS POSICOES ONDE OCORREM AS ALTERAGOES
NUCLEOTIDICAS.

Posi¢bes nucleotidicas
Haplotipos 10 22 23 39 47 72 73 75 91 120 237 259 273 276 288 357 406 423 435 447 fh
HO1 T GCCTACTCZC G G G A A A A A G A 6
HO2 G . .10
HO3 o
HO4 oo T
HO5
HO6 .
HO7 C
HO8
HO9
H10
H11
H12
H13
H14 e
H15 AT . A TA :
Legenda: fh, frequéncia haplotipica

OO >
-
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APENDICE K - HAPLOTIPOS DO GENE COI DE Anopheles albitarsis s.| E SUAS RESPECTIVAS POSICOES ONDE OCORREM AS ALTERAGOES
NUCLEOTIDICAS.

Posicdes nucleotidicas

Haplétipos 1 2 3 13 14 15 16 29 42 45 50 94 97

126 153 183 207 234 288 426 444 451 483 519 558 642 643 651 668 fh

HO1
HO02
HO3
HO4
HO05
HO6
HO7
HO08
H09
H10
H1l
H12
H13
H14
H15
H16
H17
H18
H19
H20
H21
H22
H23
H24

A AT CCTZ CZCACGTCSOC

. T
G T
T
G . A G
G- A
G . A T
G GA
G G A .
.. T
. T A A C
G A
G A
. T
G T T
G . A

G

C A C A G

T

O o0Oo000000O0 -

OO 000000 -

O -

T

C

C A G
G

T

O o0Oo0o0o0o0o0 -

O

O o0 o000 -

A G G

>

T e e e T e e o S e e e e e e e R T T L ST S =

Legenda: fth, frequéncia haplotipica
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APENDICE L - HAPLOTIPOS DO GENE ND5 DE Anopheles albitarsis s.I E SUAS RESPECTIVAS

POSICOES ONDE OCORREM AS ALTERAGCOES NUCLEOTIDICAS

Posi¢des nucleotidicas

Haplotipos 69 105 135 225 229 fh

HO1 A A G T
HO02 G . . .
HO3 . . A
HO4 . G A
HO5 . A

A 23
1

. 4
G 1
G 1

Legenda: fh, frequéncia haplotipica
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SHORT REPORT Open Access

First report of the L1014F kdr mutation e
in wild populations of Anopheles arabiensis
in Cabo Verde, West Africa

Derciliano Lopes da Cruz', Marcelo Henrique Santos Paiva'?"®, Duschinka Ribeiro Duarte Guedes',
Elainne Christine de Souza Gomes?, Silvia Goncalves Pires”, Lara Ferrero Gomez* and
Constancia Flavia Junqueira Ayres'

Abstract

Background: Due to the lack of vaccines, malaria control mainly involves the control of anopheline vectors (Anoph-
eles spp.) using chemical insecticides. However, the prolonged and indiscriminate use of these compounds has led to
the emergence of resistance in Anopheles populations in Africa. Insecticide resistance surveillance programs are less
frequent in Cabo Verde than in other African countries. This study aimed to investigate the circulation of the L1014F
and L1014S alleles in natural populations of Anopheles arabiensis collected from two sampling sites in the city of Praia,
Cabo Verde.

Methods: Anopheles larvae were collected from the two sampling sites and reared in the laboratory until the adult
stage. Mosquitoes were first morphologically identified by classical taxonomy and then by molecular species iden-
tification using molecular markers. All Anopheles arabiensis were subjected to PCR analysis to screen for mutations
associated to resistance in the Na, gene.

Results: Atotal of 105 mosquitoes, all belonging to the Anopheles gambiae complex, were identified by classical tax-
onomy as well as by molecular taxonomy. Molecular identification showed that 100% of the An. gambiae senso lato
specimens analyzed corresponded to An. arabiensis. Analysis of the Na, gene revealed the presence of L1014S and
L1014F alleles with frequencies of 0.10 and 0.19, respectively.

Conclusions: Ourdata demonstrated, for the first time, the presence of the L1014F allele in the An. arabiensis popula-
tion from Cabo Verde, as well as an increase in the frequency of the kdr L1014S allele reported in a previous study. The
results of this study demonstrate the need to establish new approaches in vector control programs in Cabo Verde.

Keywords: Malaria, Anopheles arabiensis, Knockdown resistance, Kdr mutation
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Artigo 2

Gomes et al. Parasites Vectors (2020) 13:621 P aras |te S & Ve CtO rs

https://doi.org/10.1186/513071-020-04502-7

RESEARCH Open Access

®
Outbreak of autochthonous cases it

of malaria in coastal regions of Northeast Brazil:
the diversity and spatial distribution of species
of Anopheles

Elainne Christine de Souza Gomes' ®, Derciliano Lopes da Cruz?, Maria Alice Varjal Melo Santos?,
Renata Maria Costa Souza® Cldudia Maria Fontes de Oliveira?, Constancia Flavia Junqueira Ayres?,
Renata Martins Domingos*, Maria das Graca da Silva Pedro*, Marcelo Henrique Santos Paiva®
and Lilian Maria Lapa Montenegro Pimentel®

Abstract

Background: Brazil has the fourth highest prevalence of malaria of all countries in the Americas, with an estimated
42 million people at risk of contracting this disease. Although most cases occur in the Amazon region, cases of an
autochthonous nature have also been registered in the extra-Amazonian region where Anopheles aquasalis and An.
albitarsis are the mosquito species of greatest epidemiological interest. In 2019, the municipality of Conde (state

of Paraiba) experienced an epidemic of autochthonous cases of malaria. Here we present preliminary results of an
entomological and case epidemiology investigation, in an attempt to correlate the diversity and spatial distribution of
species of Anopheles with the autochthonous cases of this outbreak of malaria.

Methods: Case data were collected using case report forms made available by the Conde Municipal Health Depart-
ment. The entomological survey was carried out from July to November 2019. The various methods of capture
included the use of battery-powered aspirators, mouth aspirators, Shannon traps, BG-Sentinel traps (with and without
dry ice) and CDC light traps. Captured mosquitoes were separated, packaged and sent to the laboratory for sexing
and molecular identification of the various species of anophelines. The data were tabulated and analyzed using Micro-
soft Excel. Spatial analysis of the data was performed using ArcGis 10 software.

Results: In 2019, 20 autochthonous cases and one imported case of malaria caused by Plasmodium vivax were
diagnosed, with three cases of relapses. A total of 3713 mosquitoes were collected, of which 3390 were culicines and
323 were anophelines. Nine species of genus Anopheles were identified, with the most abundant being An. aquasalis
(38.9%), followed by An. minor (18.2%) and An. albitarsis (9.0%). Spatial analysis of the data showed that the area could
be considered to be at risk of malaria cases and that there was a high prevalence of Anopheles.

Conclusions: The results presented indicate that this extra-Amazonian region has an environment conducive to
maintenance of the malaria transmission cycle owing to the wide diversity of Anopheles species. This environment in
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ANEXO - PARECER ETICO







