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Resumo

A bactéria endossimbionté&/olbachiatem sido sugerida como mecanismo de controle de
insetos vetores e alvo para o tratamento dasddes. Nesse contexto, estudos sobre a
prevaléncia d&Volbachiaem populacdes de vetores de campo, a andlise adess@ade em
insetos sob diferentes condicdes fisiologicas evastigacdo da diversidade genética da
bactéria dentro e entre diferentes populacdes teregee em pacientes filarémicos séo
relevantes. O presente estudo teve como objetdeterminar o percentual de infeccdo em
Culex quinquefasciatusAedes albopictusoletados em diferentes areas da RMR - PE — BR;
descrever a diversidade dos gefisg e wspnas linhagens d@/olbachiaencontradas tanto
nos vetores citados quanto nos vermes filariaistadbs de pacientes microfilarémicos da
regido; como também comparar a densidade da kmacedn duas populacbes de.
quinquefasciatuglo estado de PE, uma susceptivel e outra ressteremefdés. Nossos
resultados mostraram que o simbioMéolbachia esta presente em 100% dos vetores
analisados quando diagnosticados pelo método dede@ihestedo qual se mostrou mais
eficiente que a PCR convencional. Quanto a densidadendossimbionte, as fémeasGde
guinquefasciatusesistentes a organofosforados de Santa Cruz dib&#e, Sertdo — PE,
apresentaram a densidade média, cerca de sete memsque as fémeas susceptiveis de
Peixinhos, RMR — PE, confirmando dados encontradasliteratura. Isto sugere que
mosquitos resistentes apresentam maior dificuldpdea controlar a densidade do
endossimbionte provavelmente pelo custo biologissoeiado a resisténcia. Em relacdo a
diversidade genética, os dois genes estudados ra@&ramam nenhuma variacdo nas
populacdes observadas. A andlise de outros maesgmde ajudar a esclarecer a relacao
entre hospedeiros e endossimbionte dando maiorrtsumm uso deWolbachia no
desenvolvimento de novas estratégias de contrtlatamento de doencgas transmitidas por
vetores.

Palavras-chave: 1Wolbachia— genética. 2. Controle vetorial. 3. Filariose -tofmgia —
terapia.
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Abstract

The endosymbiont bacteriuWolbachiahas been suggested as a tool to control insect
vectors and as a target for filariasis treatmenthis context, studies on the prevalence of this
bacterium in wild populations of vectors, analysisthe density ofWolbachiain insects
under different physiological conditions and theestigation of genetic diversity within and
between different populations of vectors and filie patients are relevant. Here, we aimed:
determining the percentage of infection @ulex quinquefasciatuand Aedes albopictus
collected in different areas of the metropolitaeaaof Recife — PE - BR; describing the
diversity of wsp andftsZ genes inWolbachiastrains found in both vectors as cited and in
filarial worms collected from microfilaremic patisnin the region; and quantifying the
density of bacteria if€. quinquefasciatupopulations from PE, susceptible and resistant to
organophosphates as well. Our results showed keasymbiontWolbachiais present in
100% of the vectors diagnosed when analyze&dyineste®CR method, which proved to
be more efficient than conventional PCR. Regardheg density of the endosymbiont, the
females ofC. quinquefasciatusesistant to organophosphates from Santa Cruz gb&ibe,
countryside of the state — PE, showed the averagsity about seven times higher than that
of Peixinhos, metropolitan area of Recife — PE, dk® insecticide-susceptible, confirming
the data found in literature. This suggests thatstant mosquitoes are more difficult to
control the density of the endosymbiont probable dw the biological cost associated with
resistance. Concerning genetic diversity, the twoeg studied showed no variation in the
populations. Analysis of othewolbachia markers may help to clarify the relationship
between hosts and endosymbiont giving greater stigpothe use ofWolbachiain the
development of new strategies for filariasis treattrand control of vector-borne diseases.

Key words: 1 Wolbachia—genetics. 2. Vector Control. 3. Filariasis — patbg — therapy.
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1. INTRODUCAO
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1 INTRODUCAO

Wolbachiasdo bactérias intracelulares que infectam uma angriadade de
artropodos e ocorrem como linhagens distintas emat@leos filariais (RUANG-
AREERATE et al, 2003). Nas ultimas décadas, o endossimbid¥itgbachiatem
despertado o interesse da comunidade cientifiggipalmente por causa da sua vasta
abundancia, dos efeitos diversos nos hospedeuesyd@p da manipulacao reprodutiva
ao mutualismo, e das potenciais aplicacbes no alentde pragas e doencas
transmitidas por vetores (BOURTZIS, 2008).

As doencas transmitidas por vetores ocorrem ers od®il00 paises e afetam
metade da populacdo mundial, ultrapassando 50@esilde casos clinicos por ano.
Essa situagcdo demonstra o impacto inadequado ddslasede controle e com o
intuito de promover medidas mais efetivas, esforigms sido feitos para integrar
iniciativas ja existentes e apoiar a pesquisa dasiderramentas. Nesse universo,
vacinas, novas drogas e vetores modificados ganeticte fazem parte do rol das
linhas de pesquisas que vém sendo investigadas
(ORGANIZACAO_MUNDIAL_DE_SAUDE, 2008).

No Brasil, os vetoreAedes aegypt Culex quinquefasciatusio 0s mosquitos
de maior ocorréncia urbana, transmissores da demgigfilariose, respectivamente
(CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994), enquantofo albopictuspotencial
vetor da dengue, cujas larvas ja foram encontradasralmente infectadas com o
virus dengue, apresenta-se em acelerada expanspaingSERUFCet al, 1993).
Culex quinquefasciatugor sua vez € considerado o principal vetor ero todndo e
exclusivo nas Américas dé&/uchereria bancroft(REGIS et al, 1996), nematodeo
responsavel por 90% dos casos de filariose no mundo
(ORGANIZACAO_MUNDIAL_DE_SAUDE, 2006). Hospedeiros ad bactéria
Wolbachia,os vetore<. quinquefasciatus A. albopictuse o0 nematédeW/. bancrofti
sao alvo de estudo para a construcdo de novas olegas de controlelas doencas
que transmitem ou causam. Nesse ambito, entresocaii@@dagens, tem sido proposto
0 uso deWolbachia como um mecanismo potencial para dispersar genes (

bloqueiam a transmissdo de patdégenos em populagdiesais de insetos vetores



ALBUQUERQUE, L. A. 16

(SINKINS; GODFRAY, 2004). Por outro lado em relagaofilariose, a bactéria
Wolbachia além de parecer ter um importante papel na patogede desta
enfermidade, esse microorganismo também tem siddao como alvo para drogas
em novas estratégias no combate da doenca (HOERARFARR, 2007).



2. REFERENCIAL TEORICO CONCEITUAL
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2 REFERENCIAL TEORICO CONCEITUAL

2.1 Classificacdode Wolbachia pipientisHertig, 1936

A alfa-proteobacteri&Volbachia pipientissmembro da orderRickettsialesfoi
descrita por Hertig em 1936, vinte anos depois elcaberta da primeilgickettsia
pelo cientista brasileiro Henrique da Rocha Lim&®g8EK; RAO, 2007; REBOUCAS
et al, 2009). Essa classe de proteobactérias constitnaior grupo taxonémico de
bactérias e contém as espécies mais relevantesapgaade de humanos, animais e
plantas. Representa ainda o conjunto com maionsideede metabdlica e ecoldgica
(FUNKE; TORTORA; CASE, 2005). Caracteristica esgage 0 endossimbionte
Wolbachia,abrigado por artrépodos e nematddeos filariaisyahstra com uma ampla
gama de interacbes com seus hospedeiros que vaouti@alismo ao parasitismo
(WERREN; BALDO; CLARK, 2008).

Na ordemRickettsialesps modernos métodos moleculares de classificagéo e
reconhecimento de caracteristicas morfolégicas elddicas compartilhadas
permitiram a reclassificacdo de alguns génerospécess da familidRickettsiaceae
para Anaplasmataceaegntre eles a bactérM/olbachia.Ainda assim, diferente dos
outros membros dessa familia o simbioWelbachiainfecta apenas artropodos e
nematddeos filariais e ndo os mamiferos (DUML&Ral, 2001; SCOLA; BANDI;
RAOULT, 2005).

A Unica espécie do géneroWolbachia pipientisa qual foi originalmente
observada em ovérios do mosquimlex pipiens(HERTIG; WOLBACH, 1924)
Baseado na analise das sequéncias da subunidadssontal menor 16S e
principalmente nos gendisZ, groEL, gltAe dnaA a espéci@Volbachiafoi dividida
em oito diferentes supergrupos (A-H) (l&al, 2007), ver figura 1. No entanto, Ros
et al (2009) sugerem ainda a criagdo dos supergrupdsIK (figura 1), os quais
contemplariam respectivamen@enocephalides feli§ulga), Dipetalonema gracile
(nematédeok Bryobia sp.(acaro). Portanto, os supergrupos A, B, E, G, d,K
ocorrem apenas em artropodos, com excecdo do Fesiéepresente tanto no filo
Arthropoda quanto emNematoda.Em relacdo aos supergrupos C, D e J, eles séao

encontrados exclusivamente em nematodeos filafiR@S et al, 2009).No debate
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sobre a classificagédo, € discutido se todas a®rmsctdo grupdNolbachiaseriam
designadasie W. pipientisou se uma nomenclatura distinta para diferentpéceess
seria aplicada. Por convencao, refere-se a baoténa designacdoes de linhagem
baseada na identificacdo do hospedeiro e do supergWERREN; BALDO;
CLARK, 2008).

Artrépodos e Dipetalonema gracile

Artropocos . nematédeos filaria (Nematodeos filariais

Artropodos

B
Nematédeos
D filariais
E . .
H Ctenocephalides felis
Colémbolos

Térmites . (pulga)@

Nematédeos filariais

Figura 1. Diagrama esquematico da filogeniaWlepipientisbaseada em varios estudos filogenéticos.
Fonte: Lo et al (2007) e Rosgt al (2009).

Nota: As letras na ponta dos ramos representam os supesyque foram classificados com base nos
genesftsZ, groEL, gltAe dnaA A posigao do supergrupo G, no entanto é uma ptidsithe, pois foi
estimada usando os genespe 16SrDNA. As espécies hospedeiras estdo indicadas em ataau
linhagem. Ao diagrama original foi inserido o sugrapo K baseado em estudos com o generDB&

e outros dois ramos também foram nomeados, osgupes | e J (em vermelho).

2.2. Tipos de interag&o entre o endossimbionté/olbachiae os hospedeiros
2.2.1 Wolbachiae artrépodos

A bactéria Wolbachia é altamente adaptada para viver em células de
invertebrados, ela conta com o aparelho de divesiolar do hospedeiro para ser
transmitida de forma eficiente durante a divisdtulae (FERREE et al, 2005;
SERBUS; SULLIVAN, 2007). Em recente estudo metalitina foi estimado que
mais de 65% das espécies de inseto carregam aefsssenbiontecolocando-o entre
as mais abundantes bactérias intracelulares j@ledas (HILGENBOECKER al,

2008). Esses endossimbiontes sdo transmitidosakeninte (como organelas). Mas
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incongruéncias encontradas entre as filogeniasodpdueiro e da bactéria sugerem
que possam também dispersar-se horizontalmentabtonto para a manutencéo da
sua distribuicdo generalizada (WERREN; BALDO; CLARXO08).

A habilidade para garantir a propria sobrevivénaae-se, em parte, ao fato de
manipular geneticamente seus hospedeiros artroppomiuzindo fendétipos (figura 2)
como: incompatibilidade citoplasmatica (IC), entre esperma e ovo, é o efeito mais
frequentemente encontrado, evita que machos idiestatenham sucesso no
cruzamento com fémeas que nao séo infectadas omadgugossuam o mesmo padrao
de infeccdo poWolbachiag partenogénesea qual elimina a participacdo dos machos
na reproducademinizacaq resultado da transformacao da prole de machasiges
em fémeas enorte de machos onde em uma prole, os individuos competem pela
vida, os machos infectados sao eliminados e asaferavorecidas (CLARK, 2007;
WERREN; BALDO; CLARK, 2008). Coletivamente essesdpos sdo referidos
como parasitismo reprodutivo e todos contribuema paaiumento de fémeas infectadas

e permanéncia do endossimbionte na natureza.
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Figura 2. Fenotipos induzidos poiWolbachia

Fonte: Werrenet al. (2008).

Nota: Quatro distintos fenétipos reprodutivos séo obsisgaem uma gama de ordens de artropodos.
Feminizacdo (Hemiptera, Isopoda e LepidopterafeRagénese (Acari, Hymenoptera e Thysanoptera).
Morte de machos (Coleoptera, Diptera, LepidopteraPgeudoscorpione). Incompatibilidade
citoplasmatica (Acari, Coleoptera, Diptera, Hemipte Hymenoptera, Isopoda, Lepidoptera e
Orthoptera).

Dos fenétipos citados, I€ tem sido objeto de estudo de muitos grupos. Nesta
interacdo, o esperma do hospedeiro macho infectamo o endossimbionte
incompativel (figura 3) com ovos de fémeas nadociaftas ou que ndo abrigam o

mesmo ou oS mesmos tipos da bactéria (WERREN, 1#9ilpora os mecanismos
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moleculares da IC ainda ndo estejam claros, asfestagdes citoldgicas sdo descritas
em muitos grupos de hospedeiros. O cruzamento ipativel acontece devido a falta
de sincronismo na primeira divisdo mitotica do e@awrcausado por um atraso na
quebra do envelope nuclear e na condensacéo daatates do pro-nucleo do macho
(TRAM et al, 2006). Além disso, diferentes linhagenswdelbachiacausam diversos
mecanismos de modificagdo no material nuclear,adéssna, cruzamentos entre
insetos infectados com linhagens distintas podesulteg em incompatibilidade
bidirecional. Em populacbes onde ha apenas um dgdyactéria circulando a IC
produzida é do tipo unidirecional (WERREN; BALDOLARK, 2008).

Progén
Féme X Machc Progén b Nenhunindividuo
a — . = (incompativel)
% Nenhunindividuo
— (incompativel)
B e W IS
Nenhum individu =
e
i G < |:
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[ Unhagem1 ey Lichagens1e2  [—Linagem?2 = " Compativ

Figura 3. A infeccdo poWolbachiapode induzir diversos padrées de incompatibilidztiglasmatica.
Fonte: Sinkins e Gould (2006).

Nota: (A) A IC unidirecional é tipicamente vista entrepptacdes infectadas e néo infectadas; (B) A IC
bidirecional ocorre entre popula¢bes que estdatafas com diferentes linhagensWelbachiae (C)

Se linhagens déNolbachia bidirecionalmente incompativeis forem combinadasapformar uma
superinfecgdo, machos superinfectados serdo indtrejgacom fémeas que estiverem infectadas
apenas por uma linhagem. Cruzamentos entre indigidsuperinfectados s&do completamente
compativeis. Dessa forma, a superinfeccao propadaeimente em populacdes que abrigam apenas
uma das linhagens.

Algumas relacbes entre a bactéria e 0o hospedeatisam ser esclarecidas,
como por exemplo, a protecao fornecida ao insetartndpodo contra ataque de
outros parasitas (virus e protozoarios). Essa défieglica em um custo biolégico para
0 hospedeiro, ou seja, embora diminua a infeccéoydoos parasitas a manutencao do
simbionteWolbachiaenvolve um gasto energético para o artrépodo (MBREet
al., 2009). Para conhecer melhor essas associacbeseabzados, entre outros
estudos, transfeccdes de linhagenS\vid¢bachiapara hospedeiros pouco relacionados,
com o intuito de analisar a adaptacao do endossntéiao novo hospedeiro (figura
4). Em alguns casos, ha perda do fenétipo induzéda bactéria, esse fato pode estar
relacionado a sua adaptacéo ao novo hospedeitagdfido entdo o uso de linhagens

de Wolbachiapré-adaptadas a novos hospedeiros como uma possivaiégia para
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aperfeicoar o sucesso de novas transfeccdes entiesspgovas de inseto alvo
(MCMENIMAN et al, 2008).

Figura 4. Microscopia eletronica de transmissao (ME) de células de mosquito infectadas com a
bactéria WolbachialinhagemwMelPop

Fonte: McMenimanet al., (2008).

Nota: (A) e (B) Células RML-12 déedes aegyp{iN, nicleo), na primeira, micrografia com pequena
resolucdo mostrando um grande numero do endossitebidolbachiadisperso pelo citoplasma da
célula (exemplos estdo mostrados com a ponta dy €8h B, aumento para visualizacdo de quatro
células deWolbachiaque presumivelmente estdo sob 0 processo de aivedalar (pontas das setas).
(C) Micrografia em baixa resolucdo mostrando aqrea de muitas bactériggolbachiano citoplasma

de uma célula Aa23 do mosquittedes albopictus(D) Grupo de células MOS-55 denopheles
gambiag cada uma infectada com multiplos endossimbiontetbachia

2.2.2 Wolbachiae nematédeos filariais

Nos hospedeiros filariais, esse microrganismowwale forma distinta. A sua
sobrevivéncia é garantida atravéssitabiose mutualistica obrigatéria(WERREN;
BALDO; CLARK, 2008). A bactériaVolbachiaesta presente nas filarias encontradas
em humanosWuchereria bancroftiBrugia spp.,Onchocerca volvulug Mansonella
sp.,mas ndo enhoa loa,ver figura 5 (PFARR; HOERAUF, 2005; RG5 al, 2009).
Esses endossimbiontes parecem estar presentesO8mdb3 parasitos da populacao
das espécies que os abrigam, sugerindo que sassAd0s8 para a sobrevivéncia e
fertilizacdo do verme. De fato, com o primeiro gaacsequenciado e completamente
anotado da linhagem encontrada Bmgia malayi, wBmnovos dados reforcaram a
hipotese de dependéncia reciproca, onde genesapéaiassintese de metabdlitos
essenciais ao verme foram encontrados na bactéviaeeversa (FOSTERet al,
2005).



DIVERSIDADE GENETICA DEWOLBACHIA.. 23

Concordando com a natureza pandémica da baWlisachia recentemente,
ela foi encontrada no nematédeo filarRadopholus similisdiferente dos demais
nematédeos citados, este parasita plantas e n@aianEmbora o tipo de associacéo
ainda seja desconhecido, sugere-se que devidoaataadd de infeccdo observada
(100%) R. similisndo poderia sobreviver sem o endossimbionte, qaecéso dos
outros nematddeos filariais (HAEGEMA&t al, 2009).

5 ¢ et nr: :‘i : S Sl g
Figura 5. Imunohistoquimica em nematddeos filariaiscom Wolbachia marcada com anticorpo
para a proteina de superficie d&Volbachia(WSP).

Fonte: (A) Slatkoet al. (2010); (B e C) Butnest al. (2003); (D, E e F) Mandt al. (2008).

Nota: (A) Corte transversal de fémea adultaBidegia malayi O endossimbionté/olbachia(vermelho)
esta presente nas cordas laterais (Ic) e ovarjogBp Corte transversal d®nchocercae L. loa. A
bactéria encontra-se nas cordas laterais (setagndaacho d®©. dukei (C) Nenhuma bactéria é vista
nas cordas laterais (Ic) e mediana (mc) de um malehb. loa, esperma (sp). (D, E e F) Corte
transversal de fémea &¢. bancroftiexcisada de paciente por hidrocelectomia guiadalfassom seis
semanas ap0ds o tratamento com doxiciclina mosttai@es degenerados (seta em D) e ¥éofbachia
na hipoderme (ponta da seta), embrides e oécietas(®m E). F, Fémea nao tratadaMebancrofti
com muitas bactérias em odcitos (setas).

2.3. Aplicacdes praticas daNolbachia
2.3.1. Alvo para tratamento antifilarial

Esforgos para o controle da filariose baseados@migterapia antifilarial em
massa tém mostrado um sucesso inicial, mas a nmepdotelesses programas € incerta
(PFARR; HOERAUF, 2005). Em relacao a eliminacdgdmsito nematédeo baseada

na administracdo de drogas, sdo requeridos tratamde longa duracdo. As fémeas
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do verme adulto, que produzem milhares de larvasatinente, sobrevivem muitos
anos; as drogas atuais possuem atividade macictler muito baixa; estudos
mostram alguns casos nos quais tratamentos com ddEIWM por mais de 2 anos
apresentaram efeitos macrofilaricida (HOERAUF; PRAR2007). E essencial,
portanto encontrar drogas que matem ou esterilzererme adulto. Com o intuito de
promover estratégias mais eficazes, estudos pat@ecer melhor o verme tém sido

realizados.

Ha quase 30 anos, em nematodeos filariais foramraddas pela primeira vez
bactérias intracelulares estabelecendo com eles matagdo de mutualismo e,
recentemente, este endossimbionte foi identificadmo pertencente ao género
Wolbachia (PFARR; HOERAUF, 2005). Com base nessa associaedtydos
comecaram a ser realizados explorando uma possitefdependéncia entre
microorganismo e verme. Tratamentos com tetraaaioutras drogas anti-riquétsias
inibiram a reproducéo e o desenvolvimento em @kos infectados pdiVolbachia
suportando a premissa de que a bactéria € neecegs@ma a sobrevivéncia do
nematddeo e parece exibir um importante papel ahiliddade e fertilidade dos

filarideos (HOERAUF; PFARR, 2007; TAYLOR, 2000).

Mand et al (2008) mostram um estudo com um paciente quesapiz
hidrocele por 5 anos, 2.040 microfilarias/mL e 83.8inidades de antigeno (UA).
Apds tratamento com o antibidtico doxiciclina peissmeses e cirurgia para retirada
dos vermes (com embrides degenerados), ha uma gasdaA para 5092 ao 12° més
e 968 ao 24° més, e o paciente mantém-se amicéofileo sem nenhuma recaida de
hidrocele e quando reexaminado por ultrassom nenimimho de verme foi
encontrado. Devido aos resultados promissores goirtkes com doxiciclina, essa
droga tem sido fortemente sugerida no tratamensofitkrioses. Embora ndo haja
ainda clareza na definicdo do tempo de tratameari® gdministracdo em massa, 0 uUso
de antibioticos visando a eliminacao \@®lbachiapresente nos vermes tem sido Util
no tratamento de pacientes com oncocercose, n@s GaB que as microfilarias
apresentam resisténcia a ivermectina (IVM) (HOERABFARR, 2007). Pesquisas
com outros antibiéticos como tetraciclina e rifaoipa ou com o uso combinado deles
contra diferentes vermes filariais cof@achocercaWuchereriaBrugia, Dirofilaria e

Litomosoidestem sido realizadas com o intuito de encontrar waaiNento mais
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eficiente e com menos efeitos colaterais (HOERABF al, 2008; MAND;
BUTTNER; HOERAUF, 2008; SLATKCet al, 1999; VOLKMANN et al, 2003).

2.3.2. Papel na resposta inflamatodria do hospedeiro huraarnverme filarial

Nos ultimos anos, a bactéidolbachiapassou a ser incriminada na patogénese
das enfermidades filariais. Um grupo de pesquissddos Estados Unidos, Alemanha
e Inglaterra encontrou evidéncias de que o prihciggponsavel pela reacéo
inflamatoria desenvolvida no olho de individuostadores da oncocercose ndo € a
microfilaria em si, mas a bactéria que as filadasegam (HOERAUFt al, 2003).
Essa bactéria possui antigenos (LipopolissacarideaS) especificos em sua
superficie que produzem uma resposta imune no tespe Também foi observada a
diminuicdo de reacdes adversas ap0s o tratamemto drogas anti-filariais em
pacientes que foram tratados com doxiciclina semardes da administracdo de
IVM/albendazol (HOERAUF; PFARR, 2007). Portantoemtendimento dos detalhes
da interacdo bactéria-verme pode ajudar a ideatifiovas estratégias para controle de

doencas causadas por nematodeos filariais (FOSTEBR 2005).

2.3.3. Uso deWolbachiano combate aos vetores

A utilizacdo da poderosa capacidade de dispersawaéachiatem sido
proposta como um mecanismo potencial para indudisgersar genes que bloqueiam
a transmissao de patdégenos em populacdes natwaissetos vetores (SINKINS,
2004). Conhecida como paratransgénese, essa téotrimduz no artrépodo vetor a

bactéria modificada geneticamente. Para tal aberdade controle, diversos estudos
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tém sido desenvolvidos, entre eles esta o manejtrassfeccdo, manutencdo da
infeccdo com o simbionte e capacidade de dispeisdino da populacdo selvagem.

Apesar de A. aegypti ndo ser naturalmente infectado puvolbachia
pesquisadores produziram infecgdes artificiaisanespécie, e obtiveram sucesso com
a transfeccao da linhagemAlb de Wolbachiaque infecta naturalmen#e albopictus.
Os mosquitosA. aegyptiapresentaram em estudos laboratoriais altas @exd€ e
fixacdo da infeccdo apenas na sétima geracéo (etaril). Foi possivel observar que
0 numero de ovos eclodidos resultante de um cruz@aniecompativel Ihtensidade
da IC) foi igual a zero e 0 numero de progénie nao taftec produzida por uma fémea
infectada Taxa de heranca materhg&ambém foi igual a zero. Porém outros fatores
precisam ser melhor estudados, como a interfer&msacondicdes ambientais na
manutencgéo da infeccéo (XI; KHOO; DOBSON, 2005).

Outro mecanismo sugerido € a utilizacdo de linhagdnW. pipientis que
encurtam o ciclo de vida do inset@MelPop) ou ainda que competem com outros
parasitas como virus e protozoarios contribuindoa pdiminuir a infestacdo nos
vetores e consequentemente bloqueando a transnusséloencas, porém € preciso
ainda estudar se esse ultimo fendmeno é transibdripermanente (HEDGE& al,
2008; MOREIRAet al, 2009; MOUSSONet al, 2010; XI; KHOO; DOBSON, 2005).
A modificacdo da idade populacional de mosquitos,gxemplo, reduz a transmissao
de patdgenos sem erradicar a populacdo destesewetdr bactéria,wMelPop,
responsavel por essa alteracdo € encontrada ma¢mtal em Drosophila
melanogasterOs mosquito®\. aegyptitransfectados comMelPop tiveram seu ciclo
de vida reduzido pela metade em condi¢cbes de labmadMCMENIMAN et al,
2009). Testes de campo para a liberacdd deegyptiinfectados com a linhagem
wMelPop estdo programados para este ano (2011) stadfa, onde a comunidade
tem sido consultada sobre o assunto (POPO¥i@l, 2010).

Uma estratégia diferente, mas que ja foi usada sumasso para supressao de
insetos utilizando esse endossimbionte € a tédudaseto incompativel (IIT — sigla
em inglés), analoga a técnica do inseto esteril (Higla em inglés) (CALVITTlet
al., 2009). Mesmo antes de descoberto o0 agente dari@973 por Yen e Barr (1973),
a IC foi usada por Laven em 1967 através de cruzmaentre diferentes populacées

de C. pipiens fatigangtransmissor da filariose) para erradicacdo degstmes em
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Okpo, Burma, Mianmar, sudeste asiatico (LAVEN, )9@aseada na liberagdo em
massa de machos incompativeis, com uma linhageviadlgachiando encontrada na
populacdo natural, esta técnica tem demonstradeu astencial como alternativa a
SIT ( CALVITTI et al, 2009; ZABALOU et al, 2004). Embora maiores estudos ainda
sejam necessarios, 0s resultados encontrados corefeccdo emA. aegypti, A.
albopictuse uma mosca da fruta do mediterraneo sugeremizagéib déNolbachia

na supressao de populagcdes naturais de insetospoetdancia econémica e em saude
publica (Xl et al, 2005; XI; KHOO; DOBSON, 2006; ZABALOW@t al, 2004).

A IC tem sido extensivamente investigada &nalbopictuse no grupaCulex
pipienscom o objetivo de fornecer um sistema modelo parangca deWolbachia
em mosquitos (SINKINS, 2004). Estudos realizados) @ objetivo de analisar a
frequéncia de infeccdo em populagcbes de mosquibwsp A. albopictus em regides
endémicas da transmisséo da dengue, mostraramlzpeéaiaWolbachiaé o melhor
candidato para uso em experimentos de controle tigenéde mosquitos
(KITTAYAPONG; BAIMAI; O'NEILL, 2002).

2.4. Diversidade genética enWolbachia

A bactériaWolbachia apresenta um genoma pequeno (1,08 — 1,5 Mb) de
acordo com a tendéncia redutiva de modo de vidacelular. Mas apesar de estar de
acordo com essa propensdo da ordeitkettsialesde adaptacdo ao hospedeiro,
faltam-lhe elementos de um genoma minimo tipicos@a, elementos comuns que
conferem estabilidade e sdo encontrados em outrdessimbiontes obrigatorios.
Diferente da maioria daBickettsialeso genoma d&/olbachiacontém grande nimero
de elementos moveis e repetitivos (WERREN; BALDQARK, 2008).

As linhagens deNolbachia que infectam artropodos e nematddeos, e que
produzem diferentes fendtipos nos seus hospedeitambém apresentam
peculiaridades quando comparadas geneticamentefroGtamdo dois dos quatro
genomas completos d&olbachiaque estdo disponiveis, linhagesilel, encontrada
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em Drosophila melonogastee wBm, na filariaBrugia malayj foi observado que a
primeira contém um nuamero alto de elementos gergtindveis e repetitivos, e
apresentam particulas tipo virus. Ao passo que,gewoma deWolbachia de
nematodeos, 0s elementos repetitivos sdo encostraaiomenor nimero e ndo ha
sequéncias de fagos (WERREN; BALDO; CLARK, 2008).

A analise da diversidade d&olbachiatem enfrentado barreiras no que se
refere a confusa classificacdo deste organismog¢areontrado em um vasto nimero
de insetos que por sua vez podem estar infectamosmais de uma linhagem. Além
disso, existe extensiva recombinacdo Wolbachia que afeta varias regibes do
genoma, incluindo proteinas de superficie, genepréfagos e regides intergénicas
(BALDO; LO; WERREN, 2005). Até os genes constitosyhousekeepingsao alvos
de eventos de recombinacdo (BALDO; DUNNING HOTGRR, 2006). Toda essa
variacdo tem desafiado os métodos filogenéticadicicnais para caracterizacdo de
linhagens. Como alternativa as técnicas filogeastitsuais, sistemas que propdem a

analise de vario®ci génicos tém sido propostos.

Estudos experimentais e tedricos tém mostrado qeecmbinacdo € a maior
forca que pode acelerar a diversidade genétican@dinal e possibilitar a adaptacéo
bacteriana (WERREN; BALDO; CLARK, 2008). Toda esgpeza e dinamica de
informacéo fazem déVolbachia um organismo fascinante para ser estudado. A
recombinacdo emW. pipientis, apesar de provocar confusdes nas analises
filogenéticas, possibilita a utilizacdo da bactéreno ferramenta para manipulacao
genética de populacdes de insetos, permitindoradim¢do de genes de caracteristicas
desejaveis dentro d&. pipientis(JIGGINSet al, 2001; WERREN; BARTOS, 2001).

A maioria dos insetos abriga um dos dois clados qapergrupos) déav.
pipientis A ou B, que ocorrem exclusivamente em artropodd3 et al, 2002;
BALDO; BORDENSTEINet al, 2006; PANARAM; MARSHALL, 2007; WERREN,;
BALDO; CLARK, 2008). Porem multiplas infec¢des t8ido comumente encontradas
em algumas espécies, comiedes albopictus(SINKINS, 2004). Chamada de
superinfeccao, a infec¢do por duas ou mais lintegespicia ainda um ambiente para
gue trocas genéticas ocorram entre 0os supergrupoendando a sua diversidade
(JIGGINS et al, 2001; WERREN; ZHANG; GUO, 1995). Embora estudoteraores
indiguem que os eventos de recombinacéo s&o cdsiicis comuns para a evolucao

de Wolbachia nada é conhecido sobre qual a taxa de co-infargéessaria para que
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haja recombinacdo e nem quais os mecanismos edos|BALDO; LO; WERREN,
2005; JIGGINSet al, 2001; JIGGINS, 2002; WERREN; WINDSOR; GUO, 1995;
WERREN; BARTOS, 2001).

Entre as proteinas microbianas que evoluem maida&stdo as proteinas
externas de membrana, que séo altamente varidmesar da grande diversidade de
composicdo e funcdo dessas moléculas, elas cothpartcaracteristicas genéticas e
estruturais que permitem sua classificacdo comdeijmas de superficie. Em
Wolbachia a WSP, sigla em inglés para proteina de superfieWolbachia,possui
funcdo desconhecida apesar de varias linhas ddoestigerirem que estas proteinas
podem ser um importante mediador na interacao ipasgtor. Além disso, a WSP
possui homologia com proteinas de bactérias paitagere recentemente mostrou
produzir resposta imunoldégica em hospedeiros vextiels infectados com
nematodeos filariais que abrigaiblbachia(WERREN; BALDO; CLARK, 2008). A
WSP mostra rapideurnover da sequéncia de aminoacidos tanto por altas w@e&as
recombinacdo como por selecdo positiva tipica déggemos sob forte pressdo de
selecao diversificadora (BALD@t al, 2010). O gen&sp,cdpia Unica, codifica para
a maior proteina de superficie Wmlbachia(BRAIG et al, 1998) e € considerado um
gene que evolui rapido (ZHOU; ROUSSET,; O'NEIL, 1Pp98om cerca de 40% de
diversidade nucleotidica, esse gene possui quegides hipervariaveis separadas por
regides conservadas (BALDO; LO; WERREN, 2005). Refo de estudos utilizando
os programas Clustal-X (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON994), PHILIP
(FELSENSTEIN, 1995) e PAUP3.1 (SWOFFORD, 1993)nalise de sequéncias de
wsp revelou que a divergéncia maxima entre linhagengvdibachia,que infectam
diferentestaxa de insetos, é de 16% nas bactérias do supergrug8% no B e 23%
entre A e B (VAN MEER; WITTEVELDT; STOUTHAMER, 1999ZHOU,;
ROUSSET; O'NEIL, 1998).

Com menor extensédo que o gemey em Wolbachiaa recombinacédo também
tem sido documentada para a proteina de divisadacetTSZ (codificada por um
gene coOpia Unicdts2), excecdo entre 0s genlesusekeeping?orém ainda ndo esta
claro com que frequéncia e dimenséo isso od@Ad.DO; DUNNING HOTOPPet
al., 2006). Nos estudos de Werreat al. (1995) a divergéncia de nucleotideos
encontrada entres os supergrupos A e B foi de 38t 5% para a linhagem A, B, e

entre A e B, respectivamente. Evidéncias de reaoaghio nos geneisZ e wsp
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mostram altos niveis de fluxo génico entre linhagele Wolbachia (BALDO;
BORDENSTEINet al, 2006).

Com relacao aos vermes filariais e seus simbiootésibalho de Bazzoccht
al. (2000) mostrou que o nivel de diversidade geaé&jmresentado pelos genespé
baixo quando comparado com a diversidad&\idébachiaencontrada em artrépodos.
Nesse estudo foram observadas oito diferentes iespde nematddeos filariais, e de
fato, enquanto que, emVolbachiade artrépodos as sequéncias vi&p sdo mais
variaveis que as disZ, em nematddeos filariais é observado maior variggaftsZ

do que enwsp.

Apesar da diversidade dos gefftsZ e wspser descrita em diferentes estudos,
poucos contemplam anélises populacionais. No pieseabalho, a diversidade .
pipientis foi estudada através da andlise desses genes msguitos C.
quinquefasciatuse A. albopictuse no verme filarialW. bancrofti. Além disso, a
prevaléncia do endossimbionte nas populacdes dquitose a densidade da bactéria

em vetores sob condi¢cdes adversas também foi @ukerv
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3 JUSTIFICATIVA

Devido as dificuldades encontradas nos programa®wuleole de vetores, faz-
se necessario a busca por medidas mais eficazes.igso, tem sido proposto como
alternativa, a utilizacdo d®Volbachia como potencial mecanismo para modificar
populacdes de insetos vetores, tornando-os incapdadransmitir doengas. Sendo
assim, tanto cstatusinfeccioso quanto a diversidade de linhagens drmtas em
populacdes naturais de insetos sao informacdesriampes para futuras intervencoes.
Considerando que os dados sobre prevaléncia de@de diversidade d&. pipientis
em populacbes de mosquitos vetores no Brasil enmérida do Sul sdo escassos, neste
trabalho analisamos a diversidade de dois gdtssegwsp desse endossimbionte em

populacdes de campo e albopictuse C. quinquefasciatus

Baseado na relacdo de mutualismo obrigatorio eotrendossimbionte
Wolbachiae os nematddeos filariais, sugere-se que estartzaseja importante tanto
como alvo para novas estratégias quimioterdpiaaspcna causa da doenca, sendo
assim, faz-se necessario conhecer as diferentesgkns da bactéria encontrada no

verme para a elaboracédo de um tratamento maigzefica
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Quais linhagens d&Volbachia estdo presentes nos culicideos e filarideos

coletados na regido metropolitana do Recife?



5. OBJETIVOS
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5 OBJETIVOS

5.2. Geral

Descrever as diferentes linhagens \Welbachia presentes nos culicideos e

filarideos coletados na regido metropolitana dafBec

5.3. Especificos

a. Determinar a diversidade genética das diferenteisagiens deWolbachia

presentes em mosquitos e filarias;

b. Determinar o percentual de infeccdo dos culicidsedes albopictug Culex
quinquefasciatuscoletados em diferentes areas da regido metrapalitio

Recife;

c. Quantificar a densidade d&olbachiapresentes em diferentes populacbes de

Culex quinquefasciatyus

d. Avaliar entre os genefisZ e wsp, de Wolbachiaos mais importantes para

estudos populacionais;



6. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS
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6 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

6.1. Divisdo do estudo

a. Primeira parte: Aedes albopictus deteccao da prevaléncia e diversidade de

Wolbachiapara os gend$sZ e wsp.

b. Segunda parte:Culex quinquefasciatusdeteccdo da prevaléncia, diversidade
de Wolbachia para os gene$tsZ e wsp e densidade d&Volbachia em

mosquitos susceptiveigrsusresistentes a inseticidas.

c. Terceira parte: Wuchereria bancrofti deteccéo da diversidade délbachia

para os gene$sZ e wsp.

6.2. Deteccao da prevaléncia e diversidade d&/olbachia para os genedtsZ e
wspem Aedes albopictus

6.2.1. Amostras de mosquitos

Para analisar a prevaléncia dé pipientisem A. albopictus 150 mosquitos
oriundos de trés bairros (Dois Irméos-DI, Engeniwo Meio - EM e Morro da
Conceicdo-MC) do Recife-PE, Brasil, foram analisa@ftgura 6). Esses mosquitos
foram obtidos de ovos coletados através de ovitaangpmo descrito em Regsst al.
(2008). As larvas eclodiram e foram mantidas atéase adulta no insetario do
Departamento de Entomologia do Centro de Pesgiiggeu Magalhdes (CPgAM)
sob condi¢Oes padrao (temperatura 26°C + 2°C; wmidalativa 60%-80%; 12/12h
Claro/Escuro). Os adultos foram divididos por sexaDNA total foi extraido de cada
individuo separadamente seguindo o protocolo deiptacdo de DNA com alcool

isopropilico descrito por Ayrest al. (2002).

Para a investigacdo sobre diversidade, 20 indigidigocada um dos bairros ja

citados foram analisados. Amostras do banco de Bt extraido de mosquitos do
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Departamento de Entomologia foram também usadasrajindividuos de outros
bairros do Recife (Parnamirim - PN, Casa Forte -edbois Unidos - DU) e oito de
municipios do estado de PE (Zona Rural-ZR e Bu@ltdirBT do municipio de Olinda;
e Cohab - CO e Bonanca — BO do municipio de Moreaiéjn de uma linhagem de
laborat6rio representativa do municipio de Moreh@B. Com o intuito de identificar
se diferentes populacdes Aealbopictusalbergam linhagens distintas délbachia,
individuos de outras localidades do Brasil (tamla@nbanco de DNA de mosquitos)
foram incluidos nas analises: dois individuos dadesdo Rio de Janeiro, do bairro de

Manguinhos - RJM e Jacarepagua - RJJ e um de Mhieess, Passos - MGP.

A Espécie Regido/Estado Cidade/Bairro B
A. albopictus Nordeste-PE Dois Irméos
Engenho do Meip
Morro da
Conceicao
Parnamirim
Casa Forte
Dois Unidos
Zona Rural
Bultrins
Cohab
Bonanca
Laborat6rio
(Moreno)

Sudeste-

RJ Manguinhos
Jacarepagua

MG Passos

200 km

530 Frandisio Sartin Agreste Zona da mata Metropalitana s

Figura 6. Diagrama esquematico das areas de colaeta A. albopictus.

Fonte: Dados préprios e mapas adaptados de Recife (20@&nambuco (2011).

Nota: (A) Locais de coleta, o quadro vermelho destacanasstras usadas na deteccdo da prevaléncia
de Wolbachia as demais foram utilizadas no estudo de divedsidgenética. (B) Cidade do Recife —
destaque para os pontos DI, EM e MC. (C) EstadBeteaambuco — 0s pontos mostram as cidades de
Olinda, Recife e Moreno. (D) Por ultimo, no mapa Hmsil é possivel observar o estado de
Pernambuco em vermelho e os estados do Rio derdandilinas Gerais também sinalizados como
pontos de coleta para o estudo de diversidadeiganét
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6.2.2. Diagnéstico de infeccao pdVY. pipientisemA. albopictus
6.2.2.1. PCR

Para deteccdo d&. pipientis,as 150 amostras de albopictusprovenientes
do Recife foram submetidas a PCR gmimersque amplificam um fragmento de 432
pb do gendtsZ (W. pipientissupergrupo-especifico), descritos por Battlal. (2006),
ver quadro 1.

Na PCR convencional, a reagéo foi realizada em alame final de 4Qul
contendo 22,6 de agua livre de DNA, 4l de 10x PCR buffer (Promega), 2i4de
25 mM MgCI2 (Promega), 0,8l de 10 mM de dNTP mix (Invitrogen), 4 de cada
oligonucleotideo iniciador (10 pmalf), 0,2 ul de Taqg DNA polymerase (5/Ul)
(Promega) e 2d da amostra de DNA. As condi¢cBes de amplificag&muiram um
periodo inicial de desnaturacdo (94°C/2 min.), slegpor 37 ciclos de desnaturacao
(94°C/30 s), anelamento (55°C partisgA e 59°C para @sZB por 45 s) e extensao
(72°C/1 min. e 30 s), e uma sintese terminal (72Z¥@iin.). Como controle positivo,
DNA de mosquito previamente diagnosticado com as slopergrupos A e B o&.

pipientis,foi utilizado. No controle negativo nao foi adicamlo DNA a reacao.

Amostras diagnosticadas como negativas araipientis foram submetidas a
uma segunda PCR coprimers que amplificam uma regido de 122 pb do gene
ribossomalrpL8 (LAN; FALLON, 1992), ver tabela 1, servindo conwmntrole
enddgeno da qualidade do DNA extraido. A reacaoefaizada em um volume final
de 12,5ul contendo 6,5 de PCR Mix (Promega), 4,4 4gua livre de DNA e 0,5l
de cada oligonucleotideo iniciador (10 pmpl) e 1 ul da amostra de DNA. As
condicbes de amplificacdo incluiram um periodoahide desnaturacdo (94°C/2 min.),
seguido por 35 ciclos de desnaturacao (94°C/ 1)manelamento (55°C/1 min.) e
extensdo (72°C/1 min), e uma sintese terminal (B2A@n.). Nesse caso as amostras

que permaneceram negativas foram excluidas dasanali
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Gene Primer Sequéncia (5'-3")
ftiszA'  ftsZ_AspecF1l AAA GAT AGT CAT ATG CTT TTC
ftsZ_AspecR1 CAT CGC TTT GCC CAT CTC G
ftsZ B* ftsZ_BspecF1 AAA GAT AGC CAT ATG CTC TTT
ftsZ_BspecR1 CAT TGC TTT ACC CATCTCA
rplg? RPLSf CCTT ACA AGT TCA ACG TCC GC
RPLSr CAG CAA CAA TTC CGA CCA TGG
wspA?® 136F TGAAAT TTTACCTCTTTTC
691R AAA AAT TAA ACG CTA CTC CA
wspB? 81F TGG TCC AAT AAG TGA TGA AGA AAC
522R ACC AGC TTT TGC TTG ATA

Quadro 1. Sequéncias deprimers utilizados no diagnostico de infeccdo de mosquitopor
Wolbachiae na detecgédo da diversidade genética.

Fonte: Baldoet al.(2006); (LAN; FALLON, 1992) e Zhoet al (1998).

Nota: 1. Baldoet al.(2006); 2. (LAN; FALLON, 1992); 3. Zhoat al (1998); 4. O conjunto darimers
81F+691R é usado para amplificar tanto o gesgdo supergrupo A, quanto o B.

6.2.2.2. PCRSeminested

Com o objetivo de confirmar a ausénciavilelbachianas amostras negativas,
os individuos negativos (exceto qd8 negativos) e os infectados por apenas uma
linhagem deWolbachiaforam investigados através de uma segunda PCRntaior
sensibilidade, a PCBeminestedfigura 7). Osprimers WolbachiaespecificonsB1F
e WSB91R (618-632 pb) foram utilizados na primeira P@Ro volume final foi 12,5
ul contendo 6, de PCR Mix (Promega), 448 agua livre de DNA e 0,2pl de cada
oligonucleotideo iniciador (10 pmojll) e 1 ul da amostra de DNA. Dessa reacao,
0,5ul foi usado na segunda PC#eriinestedcom as mesmas condi¢cdes da primeira
exceto pelos primers, 1,00 (10 pmol/ ul) de cada oligonucleotideaysdl36F e
wsB91R (577 pb) para detecgcédo do supergrupows@lF ewspb22R (449 pb) para
0 supergrupo B. Essesimersforam propostos por Zhou et al. (1998) para disicrar
0s supergrupos A e B. As condi¢cdes de amplificagéloiram um periodo inicial de
desnaturacao (94°C/2 min.), seguido por 35 ciclesdésnaturacdo (94°C/1 min.),
anelamento (50°C parawespA e 55°C para avs@B por 1 min.) e extensao (72°C/1

min.), e uma sintese terminal (72°C/5 min.).
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Os produtos da PCR foram separados por eletrefozes gel de agarose a
1,5%, utilizando-se fragmentds DNA/Hind III (Invitrogen) como padrdo de peso
molecular. Apos a eletroforese em gel de agarosebamdas resultantes foram

observadas sob luz ultravioleta apos coloracaolmometo de etidio (10 mg/ml).

A 12PCR z WSpSlFT’ 4—-iwsp691F§ i
( 3'iwsp136|=--> : 5
B 2°PCR| | . SUPERGRUPO A <-- Wsp691R 5
Seminesteq i i
SWsp81F - SUPERGRUPO -
&5,: < -- WSp522R! 3

Figura 7. Diagrama esquematico da PCFSemineste&mA. albopictus.

Fonte: Elaboracao prépria a partir dos dados sobmgriosersfornecidos por Zhoet al.(1998).

Nota: (A) Primeira PCR com primers que amplificam o garsp de ambos supergrupos, A e B. (B)
Segunda PCR, seminestedduas reacfes sao feitas separadamente uma papei@rupo A e outro
para o B.

6.2.3. Anélise estatistica

Para a analise comparativa da infeccdoWolbachiaentre as populagbes de
mosquito foi aplicado o teste qui-quadrado de prgjes e quando necessario o teste
exato de Fisher. Todas as conclusdes foram tonzaasvel de significancia de 5%.
Os softwares utilizados foram o Excel 2000 e o R@®. (ZAR, 1996).

6.2.4. ldentificacdo da diversidade ®¢. pipientisemA. albopictus

Os mosquitos usados na analise da diversidadeicgeé&l\V. pipientisforam

previamente diagnosticados infectados com ambéistemens deN. pipientis(A e



DIVERSIDADE GENETICA DEWOLBACHIA.. 43

B). A diversidade genética nesses organismos falicala pelo sequenciamento dos
fragmentos dos gend$sZ e wsp obtidos a partir das PCRs descritas acima. Os
produtos de PCR foram purificados comkio GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification (GE Healthcare) e submetidos ao sequenciamentoplataforma
tecnolégica do CPgAM, NPT. Em seguida, a andliseprdacional das sequéncias
produzidas foi feita utilizando os programas: Cddlode Aligner version 3.6.1 (para a
formacao dogontigse eliminacdo dasequéncias com baixa qualidade) e o programa
BioEdit/Clustal W para o alinhamento multiplo eisie manual. A identidade das

sequéncias foi confirmada através do BLAST.

6.3. Deteccao da prevaléncia e diversidade d&/olbachia para os genedtsZ e
wspem Culex quinquefasciatuse identificacdo da densidade d&/olbachia
em populacdes resistenteersussusceptivel

6.3.1. Amostras de mosquito

Para o estudo de prevaléncia €mn quinquefasciatugoram analisados 250
individuos provenientes de quatro municipios dai&ed/etropolitana do Recife,
Jaboatdo dos Guararapes - JB, Recife (Alto da Gstaqu AC e Agua Fria - AF),
Olinda (Peixinhos - PX) e Ipojuca — IP (figura 8vos deC. quinguefasciatutboram
coletados em criadouros naturais ou no intradomictravés das armadilhas de
oviposicdo (ovitrampas) BR-OVT (BARBOS#L al, 2007). A partir dos ovos (em
jangadas) de mosquitos eclodiram as larvas quenfomantidas até a fase adulta em
colénias de laboratério no insetario do Departamal® Entomologia do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM) até processamfehitios com cinco dias de
emergido foram separados por sexo e o DNA totalefdraido individualmente

seguindo o protocolo mencionado e descrito por gtal. (2002).

Ao passo que, para 0 estudo sobre diversidademfarevestigados 50
individuos no total, oriundos de cada um dos poatiaslos acima, sendo 10 de cada
populacdo (5 machos e 5 fémeas). Além disso, farafuidas nessa analise 20



ALBUQUERQUE, L. A. 44

amostras do banco de DNA de mosquitos do Departam@® Entomologia de
diferentes bairros da regido metropolitana do Reg¥ecife, trés do Arruda — AR e
trés de Agua Fria — AF; Olinda, quatro da Zona RurZR e cinco de Bultrins - BT),
da zona da mata (um de Gléria do Goita - GG), dificelo estado de Pernambuco
(um de Santa Cruz do Capibaribe - SC) e tambénegida sudeste do Brasil (um de
Sao Paulo - SP). Por ultimo, mais duas linhagerG. dgiinquefasciatude laboratorio
resistentes Bacillus sphaericusCqRL1/2362 e CqRL2/IAB49.

Em relacdo a quantificagdo téolbachiaem mosquitos susceptivergrsus
resistentes a inseticidas organofosforados fordimadas duas populagdes: Peixinhos,
como referéncia de susceptibilidade, jA& menciomadastudo de prevaléncia e outra
resistente, da cidade de Santa Cruz, ambas diawauat por bioensaio quimico e
ensaio bioquimico (dados ndo mostrados). Foranmisadak 36 individuos de cada
populacdo, sendo 18 machos e 18 fémeas. O procaseanas amostras de Santa

Cruz seguiu as etapas de coleta e extracdo de [Adas acima.

Peixinhos

Alto da Conquista
Agua Fria
Arruda

Zona Rural
Bultrins

Gléria do Goita
Santa Cruz
CqRL2/1AB49
CqRL1/2362
Susceptivel

Espécie Estado Cidade/Bairro
A C. quinquefasciatus Nordeste-PE [Jaboatao dos B A R
Guararapes * p :
IpOJuCa IGARASSU
=

IPOJUCA
o

Sudeste-
SP Séao Paulo

200 km

Wl

S0 Francsoo Sartdn Agreste 2ona da mata Metropaitana s

Figura 8. Diagrama esquematico das areas de colata A. albopictus.
Fonte: Dados préprios e mapas adaptados de Observat®IdRRJFRJI-FASE (2002) e Pernambuco
(2011).
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Nota: (A) Locais de coleta, o quadro vermelho destacanasstras usadas na deteccdo da prevaléncia
deWolbachia as areas sombreadas correspondem as amostras neagstudo de densidade, as demais
foram utilizadas no estudo de diversidade genéf@pRegido Metropolitana do Recife — os pontos
vermelhos destacam os municipios contemplados aestrRMR no estudo de prevaléncia. (C) No
Estado de Pernambuco — os pontos vermelhos mostsacidades de Olinda, Recife, Jaboatdo dos
Guararapes, Ipojuca, Gléria do Goita e Santa Cou€apibaribe. (D) Por ltimo, no mapa do Brasil é
possivel observar o estado de Pernambuco em varraadhestado de Sao Paulo também esta marcado
como ponto de coleta.

6.3.2. Diagnoéstico de infeccdo p¥VY. pipientisemC. quinquefasciatus
6.3.2.1. PCR

A deteccdo do endossimbionte @n quinquefasciatuseguiu 0S mesmos
procedimentos usados no diagnésticoAenalbopictusdescritos no item 5.2.2.Com
excecdo de que foi usado apenas o conjunt@raeers ftZB (tab. 1) senso e
antissenso (392 pb) pois esses mosquitos séo adfesapenas pelo supergrupo B
como descrito na literatura (KLASSQO#t al, 2008).

6.3.2.2. PCRSeminestedm tubo Unico

A investigacdo dos individuos negativos sofreuurmlgs adequacdes em
relacdo a técnica usada émalbopictusem virtude de s6 um supergrupo infectar essa
espécie. Nesta abordagem metodoldgica as duaseseagd PCR que compdem a
seminestedoram realizadas em um unico tubo (figura 9). Angira reacdo embora
com as mesmas concentracdes de reagentes ja gi@ads albopictusfoi submetida
apenas a 15 ciclos dos 35 utilizados na PCR coiomaic com a temperatura de
anelamento de 55°C ja citada para o conjunto deepsiwvsB1lF ewsB9I1R (tabela
1). Apoés esse periodo os tubos foram abertos esaadicionado 1 pl de cada um dos
primerswsB1F ewspb22R (452 pb). Na segunda reacdo da BE€Rimestedm novo

ciclo de 35 amplificacdes foi iniciado. Desta vezemperatura de anelamento foi
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elevada para 59°C para dificultar a acdo do proneinjunto de oligonucleotideos

adicionado.
12 PCR — 15 ciclos — 552C
A LPPCR 3'iepsir— ! =
5,: <-- Wsp691R
B 22PCR 3':wsp81r—--> 22 PCR — 35 ciclos — 592C : e
Seminested 5,: SUPERGRUPO <-- WSp522R 3

Figura 9. Diagrama esquematico da PCFSemineste@m tubo Unico emC. quinquefasciatus

Fonte: Elaboracao prépria a partir dos dados sobmgriosersfornecidos por Zhoet al.(1998).

Nota: (A) Primeira PCR de 15 ciclos com primers que dfinpm o gene wsp de ambos supergrupos, A
e B. (B) Segunda PCR,seminesteda reacdo de 35 ciclos é feita no mesmo tubouabéladicionado

0 segundo conjunto de oligonucleotideos para aicglib gene do supergrupo B.

6.3.3. Analise estatistica

Para a analise comparativa da infeccdoWolbachiaentre as populagbes de
mosquito foi aplicado o teste qui-quadrado de prgjeEs e quando necessario o teste
exato de Fisher. Todas as conclusdes foram tonzaasvel de significancia de 5%.
Os softwares utilizados foram o Excel 2000 e o R@2. (ZAR, 1996).

6.3.4. Identificacdo da diversidade ®¢. pipientisemC. quinquefasciatus

A diversidade genética nesses organismos foiadelitilizando-se fragmentos
dos genestsZ e wsp obtidos via PCR usando-se pemers descritos acima para o

supergrupo B, exceto que para o gewsp foram usados os primemws@BlF e
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wspB91R. As demais etapas seguiram 0S mesmos progedsneéescritos nos itens
5.3.2.1-5.3.3

6.3.5. Quantificagdo dé&Volbachiapor PCR quantitativo (QPCR) em tempo real em
populacdes de mosquito susceptixgisusresistentes

A densidade deWolbachia em mosquitos de duas populacdes @e
quinquefasciatusima susceptivel e outra resistente a organofosierfd observada
através da gPCR. As reacOes foram realizadas narelap ABI Prism 7500 (Applied
Biosystems, California, USA) e foram usadas patianes 0 numero d&V/olbachiaem
cada mosquito. Foram feitas duas PCRs para todasosequitos: uma foi especifica
para olocus de Culex Ace-20 qual ndo esta envolvido na resisténcia ao igidet
(WEILL et al, 2000), e o outro foi especifico para o loaspde Wolbachia(Braig et
al., 1998). Osprimers usados para amplificar um fragmento do gersp foram
descritos por Berticat al. (2002)e amplificam um fragmento de 151 pb e paca2
foram descritos por Weilt al. (2000) e produzem um fragmento de 208 pb.

Gene Primer Sequéncia (5'-3")
Ace-2 Acequantidir GCAGCACCAGTCCAAGG
Acequantirev CTTCACGGCCGTTCAAGTAG
wsp wolpipdir AGAATTGACGGCATTGAATA
wolpiprev CGTCGTTTTTGTTTAGTTGTG

Quadro 2. Sequéncias derimers utilizados no gPCR para deteccao da densidade réiea de
Wolbachiapor C. quinquefasciatus
Fonte: Berticatet al. (2002) e Weillet al. (2000).

Todos os mosquitos foram analisados em duplicatagguantificacdo desp
e Ace-2 além do controle negativo (sem DNA molde) e davaupadrao.
Considerando que, 0s genes estédo presentes emurdgaapor genoma haploide do
hospedeiro e do simbionte, a razdo entre as coacérs devspe ace-2forneceram o
namero relativo de genomas Wolbachiapor genomas d€ulex corrigindo dessa

forma erros provenientes das diferencas entre oarthmm dos mosquitos. A
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concentracdo do DNA total de todos os 36 individiesada populacdo, susceptivel e
resistente, 18 machos e 18 fémeas, foi normalipada 200 pgfl por reacdo nos
ensaios em placas de 96 pocos.

Para produzir as curvas padrdo de diluicdo pamaatiicacdo dos genegsp
e ace2foram seguidas as seguintes etapas: 1- amplificdgédragmentos dos genes
por PCR com as mesmas condi¢cdes usadas para opi@n® item 5.2.2.1, exceto
pela temperatura de anelamento de 65°C peede ja paravsp foram mantidos os
55°C; 2- purificacdo dos produtos de PCR cokit GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification (GE Healthcare) seguindo as recomendactes dadalbe; 3- clonagem
do fragmento amplificado por PCR no vetor pJETLgando-se o kit CloneJEt
PCR Cloning Kit (Fermentas) de acordo com as readagbes do fabricante e células
guimicamente competentes One Shot® TOP10 (Invitrfpg® checagem por PCR
(condicdes citadas) dos amplicons para confirmpreaenca do inserto; 6- O DNA
plasmidial (vetor + inserto) foi purificado utilizdo o kit QlAprep® Spin Miniprep
(QIAGEN), conforme o protocolo descrito no kit; Ber ultimo, a concentracao do
amplicon foi determinada por densidade Optica epeasofotometro (nanodrop) e
cinco diluicdes seriadas de 10-15 a 10-19 para ad&de de 10-16 a 10-24 para
pJETwsp foram preparadas. Para a quantificacdo absoluta@loaulo do numero de

coOpias por concentracdo de plasmideo + inserteitoi utilizando a seguinte férmula:

IN° de copias de DNA = [massayl)/n (pb) x 660] x 6,023e23

A reacéo foi realizada em um volume final deu2@ontendo 3ul de agua livre
de DNA, 10ul de SYBR Green Master Mix (Applied Biosystemul1(10 pmolfl) de
cada oligonucleotideo iniciador e @ da amostra de DNA. As condicbes de
amplificagdo incluiram um periodo inicial de 94°Gr 10 minutos, seguida por 45
ciclos de 94°C por 15 segundos e 65°C por 1 mipaita 0 gene Ace2 e 55 °C para o
wsp A analise e interpretacdo dos resultados foratasfeitilizando o software ABI
PRISM (versédo 2.0.4.).
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6.4. Deteccdo da diversidade déNolbachia para os genesftsZ e wsp em
Wuchereria bancrofti

6.4.1. Amostra de Filarideos

Os nematoddeos filariaidMuchereria bancroffiforam obtidos sob a forma de
“pools” de microfilarias através da filtracdo dangae de pacientes infectados. Foram
coletadas amostras de sangue de pacientes do ,Relaifga e Jaboatdo com diferentes
niveis de endemicidade, em colaboracdo com ostpsofe pesquisa desenvolvidos
pelo pesquisador Dr. Abraham Rocha do Servico der&gcia Nacional em Filariose
(SRNF) que entre outras atividades realiza a dizagéo de microfilarias nos

individuos.

No total foram avaliados em torno de 20 amostrasageéentes de cada cidade,
adultos ou menores de idade, sendo este ultimoidade superior a 10 anos, com 0

consentimento do proprio individuo e do represdstieygal.

Os individuos positivos para bancroftose ja forasviamente cadastrados e
identificados na RMR através de estudos realizadogarceria entre 0s municipios
envolvidos no estudo e o CPgAM. Todos os individo@aitam em areas que serao
submetidas ao tratamento em massa com a drogkatieimazina. Aos individuos
identificados como positivos foi repassado o Terde Consentimento Livre e
Esclarecido, e estes foram convidados para paaticip trabalho doando o restante do
sangue, 4 ml, coletado para a quantificacdo, pEenrsusados neste projeto. Apos o
consentimento, através da puncgéo venosa, utilizaadngas e agulhas descartaveis,
foram obtidos 5 ml de amostra de sangue venosadie garticipante do estudo, dos
quais 1 ml foi utilizado pelo SRNF para quantif@ag 4 ml foram filtrados e apenas
as microfilarias foram coletadas para estudo engusa filtrado foi descartado. O
sangue foi coletado no horério noturno entre 23a$@ 1 hora, respeitando-se a
periodicidade noturna d&. bancrofti O sangue coletado foi filtrado em membrana
de policarbonato (Nucleopore Corporation, Pleasgn@A, USA) com poros de 3u
de diametro e as membranas foram armazenadas ewtubas no freezer a -7C
até serem processadas. O DNA foi extraido diretserdas membranas com os pools

de microfilarias grudados seguindo o protocolo despor Ayreset al. 2002. Todos
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os testes foram realizados no CPqAM nos Departarael® Parasitologia (filtracéo) e
Entomologia (extracdo de DNA).

6.4.2. ldentificacdo da diversidade ®¢. pipientisemWuchereria bancrofti

A diversidade genética nesses organismos foi alaalitilizando-se fragmentos
dos genedtsZ e wspobtidos através da PCR com msmersftsZ F1' e ftsZ R1' e
WSPIntF e WSPIntR’, respectivamente (tabela 2)reacdo de amplificacdo foi
realizada em um volume final de gbcontendo 131l de PCR Mix (Promega), 94
agua livre de DNA e 1,0l de cada oligonucleotideo iniciador (10 pmdy e 1ul da
amostra de DNA. As condicBes de amplificagdo imahai um periodo inicial de
desnaturacao (94°C/2 min.), seguido por 35 cicledesnaturacdo (94°C/ 1 min.),
anelamento (55°C/1 min.) e extensao (72°C/1 min)ma sintese terminal (72°C/5
min.). Os produtos de PCR foram purificados cokitdGFX™ PCR DNA and Gel
Band Purification(GE Healthcare) e submetidos ao sequenciament@dichal. Em
seguida, a analise computacional das sequénciakizidas foi feita utilizando os
programas: CodonCode Aligner version 3.6.1 (pardornacdo doscontigs e
eliminacdo dasequéncias com baixa qualidade) e o programa BitiHddtal W para
o alinhamento multiplo e ajuste manual. A identelads sequéncias foi confirmada
através do BLAST.
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Gene Primer Sequéncia (5'-3")
ftsZ D! ftsZ_ F1 ATYATGGARCATATAAARGATAG
ftsZ_F1’ ATTATGGAGCATATAAAAGATAG
ftsZ RT TCRAGYAATGGATTRGATAT
ftsZ RY TCAAGCAATGGATTAGATAT
wsp D? WSPIntP TAG(CT)TACTACATTCGCTTGCA
WSPIntF’ TAGTTACTACATTCGCTTGCA
WSPIntR CCAA(CT)AGTGC(CT)ATAAAGAAC
WSPIntR’ CCAATAGTGCTATAAAGAAC

Quadro 3. Sequéncias dprimersutilizados (em preto) na deteccdo da diversidadesgética de
WolbachiaemWuchereria bancrofti.

Fonte: Baldoet al.(2006) e Bazzoctet al.(2000).

Nota: 1. Primer original descrito por Baldet al. (2006); 2.Primer original de acordo com Bazzodadti

al. (2000). Todos os oligonucleotideos foram parciabmemodificados, as degeneracdes foram
removidas.

6.5. ConsideracgOes éticas

O presente trabalho incluiu coleta de amostrasadgue humano e coleta de
mosquitos vetores em residéncias. Entdo, foramtreodss termos de consentimento
livre esclarecido informando aos participantes $oas condigbes na participacao das
coletas, de acordo com a resolugédo sobre diretezasrmas regulamentadoras de
pesquisas envolvendo seres humanos, nimero 196) de outubro de 1996. Foram
respeitados 0s quatro pilares da ética, Autonooaiasentimento livre e esclarecido do
individuo), N&o Maleficéncia (garantia que danogvmiveis fossem evitados),
Beneficéncia (ponderacdo entre riscos e benefi@odlistica (relevancia social da
pesquisa). O projeto foi submetido ao Comité deaEta instituicdo para devidas

analises cujo parecer encontra-se em anexo nodisé trabalho (apéndice).
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7 RESULTADOS

7.1  Aedes albopictus -deteccdo da prevaléncia e diversidade dé/olbachia
para os genestsZ e wsp.

a. Prevaléncia

Até o momento, este estudo é o primeiro a invastg prevaléncia de
Wolbachiae sua diversidade genética em populacfes de ntosaia Brasil. Dos 150
individuos analisados, sete foram excluidos dassnpbr terem sido negativos para o
generpl8. Dos demais 14A3. albopictusanalisados, 91,61% foram positivos por PCR
paraWolbachiae 67,13% estava superinfectado com ambas as linkdgeaminando
0 percentual de infecgdo por sexo encontramosedifer significativa, 82,76% dos
machos e 97,65% das fémeas estavam infect&les(,0043). O maior niumero de
individuos negativos (seWolbachia)foi encontrado no bairro de Engenho do Meio
(figura 10), que também foi a Unica area onde foohservadas fémeas negativas. Foi
possivel verificar ainda que apenas 50% das féamégavam ambas as linhagens de
Wolbachia(tabela 1), enquanto que em DI e MC 100% das férfegas positivas
para os supergrupdse B (EM vs. DI:P = 2,089e-05; EM vs. MCP = 7,621e-05).
Em geral, o numero total de fémeas dduolbachiaA (A + AB) nao diferiu do padrao
de infeccdo pelo supergrupo B (B + AE)=(0.2483). Contudo, o percentual de
individuos com supergrupo A foi significativamemtais baixo do que os individuos
infectados com B entre os machBs=(0.0003).

12 345 67 8 910111213141516

1 23456 7 8 910111213144

. T

Figura 10. Géis de agarose 1% com produtos da PCRmvencional para diagnostico de infec¢éo

de A. albopictuspor Wolbachia.

Fonte: Dados proprios.

Nota: (A). Fragmento de 432 pb do gefieZA de Wolbachiaem fémeas do EM. Pocos: 1 e 12-
marcador de peso moleculathind Ill; 2-4, 6, 7, 10, 13 e 14 amostras posiiv@m bandas mais

fortemente coradas; 8,9 e 11- bandas claras; 5staanoegativa; 15 e 16- controles, positivo (seta)
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negativo, respectivamente. (B). Fragmento de 43@pbendtszB de Wolbachiaem fémeas e machos
(13-16) do EM. Pogo: 12- marcador de peso moleauldnd Ill; 1-3, 8, 9, 15 e 16- amostras positivas
com bandas mais coradas; 6, 13 e 14- amostrasiveegjat, 5 e 7- bandas claras; 10 e 11- controles,
positivo (seta) e negativo, respectivamente.

Tabela 1. Prevaléncia d&Volbachia pipientisem Aedes albopictusoletados em Recife-PE, Brasil.
Local Numero de individuos analisados por PCR (N), e mdnde machos e Total
fémeas positivos para cada linhagemWielbachiacom percentual de Machos+Fémeas
individuos positivos entre parénteses

Machos Fémeas
N @ A B AB N (%) A B AB + -
]| 15 2 1 6 6 34 0 0 0 34 47 2
(6,7) (40,0) (40,0) 0) (0) (100) (95,9 (4,1)
EM 22 5 1 5 11 22 2 7 2 11 37 7
(4,5) (22,7) (50,0) (31,8) (9,1) (50,0) (84,1) (11,9
MC 21 3 1 12 5 29 0 0 0 29 47 3
(4,8 (57,1) (23,8) (0) (0) (100) (94,0) (6,0)
Total 58 10 3 23 22 85 2 7 2 74 131 12
(5,1) (39,7) (37,9) 8,2 (2,4 (87,1) (91,6) (8,4)

Fonte: Dados da autora.
Nota: DI: Dois Irméos; EM: Engenho do Meio; MC: Morra €onceicao.

Por outro lado, quando reexaminados pela B&Rinestedfigura 11), os 143
individuos apresentaram um percentual de supedafecde 99.3%, diferindo
significativamente do resultado obtido pelo métadderior P = 1.078e-12), ver
tabela 2. Nesta abordagem metodolégica nenhum ntodqu considerado negativo
paraWolbachia(tabela 2)e apenas uma fémea de EM (1,18%) foi diagnosticada
0 endossimbionte de um sé supergrupo, o B. Quargaéio entre machos e fémeas
infectados a PCReminesteddo mostrou diferenca significativa € 1).

1 2 3 4 5 67 8 910

564

564
l-’—-—v—!-——-—-—--———-—\g

Figura 11. Géis de agarose 1% com produtos da PCieminestegbara diagnostico de infecgcéo de

A. albopictuspor Wolbachia.

Fonte: Dados da autora.

Nota: (A) Etapas da PCReminestedPocos: 1- Controle negativo; 2- marcador de pesleculari-
Hind Il (fragmento de 564 pb em destaque); 3- Banda fragmentos do genespdos supergrupos A
e B deWolbachiaamplificadosna 12 etapa da PCBeminestedndo € possivel visualizar bandas
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separadas nesse sistema); 4ro2hd— fragmentovspA; 5- 2°round — fragmentovspB; 6- marcador

de peso moleculalow mass ladderfragmento e);. (B) Fragmento de 577 pb do gespA de
Wolbachiaem fémeas do EM. Pocos: 1- marcador de peso maleciddind 1ll; 2 e 3- controles,
positivo (seta) e negativo, respectivamente; 4rBesiras positivas; 10- marcador de peso molecular
low mass ladder. (C) Fragmento de 449 pb do gesp® de Wolbachiaem machos e fémeas do EM.
Pocos: 1- marcador de peso molecular low mass:- 2¢h@stras positivas; 17 e 18- controles, positivo
(seta) e negativo, respectivamente; 19- marcadpese moleculak-hind.

Tabela 2. Comparacéo entre os métodos de PCR padradPCRseminestedisados para avaliar a
prevaléncia deWolbachiaem Aedes albopictusle Recife (EM, DI e MCY}
Nimero de machos e fémeas positivos para as linsafge
Wolbachiacom o percentual de individuos positivos entré&piases.

Statusda infec¢éo PCR padréo PCRseminested
Machos Fémeas Machos Fémeas
AB 22 (37,9) 74 (87,1) 58 (100,0) 84 (98,8)
A 3(5.1) 7(8,2) 0 (0) 0 (0)
B 23 (39,7) 2(2,4) 0 (0) 1(1,2)2

Fonte: Dados da autora.
Nota: 1- DI: Dois Irmaos; EM: Engenho do Meio; MC: Morro Ganceicao. 2Na PCRseminested
Unico individuo infectado por um sé supergrupaufbia fémea, EM.

b. Diversidade

As sequénciasvsp e ftsZ foram analisadas de acordo com o critério de
qualidade do programa CodonCode Aligngudlity value>20, error probability for
the base calk1%), foram escolhidas para andlise das 14 popdadéa. albopictus
70 sequéncias do geiftsZ A, 65 ftsZ B, 40wsp A, 71 wsp B. Nao houve variagcéo
intrapopulacional nem interpopulacional na sequ€dei nucleotideos dos dois genes

estudados.

Para os genesspA e B, obtivemos, respectivamente, os fragmentads3@ee
400 pb, dos quais foram retiradas as sequénciaspdogers Correspondendo
exatamente as posicoes 48-585 da sequéncia dagdmhaAlbA (n° de acesso no
GenBank AF020058.1) e 1-400 a&AlbB (AF020059.1) descritas por Zhaat al.
1998 (figura 6A).

Do mesmo modo, do segmento de 392 nucleotideoenieftgZ A ja editado
sem a regido de anelamento dos oligonucleotidensyrimneiros 374 nt alinham
precisamente com a porcédo de 62-435 pb da sequpublecada por Baldet al.
(2006) (n° de acesso do GenBank DQ842305.1) (figBjyaCom relagéo altsZB, os
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392 nucleotideos correspondem as regifes 413 al@&)4equéncias publicadas por
Werrenet al (1995) paraA. albopictus(U28206.1). Por outro lado, a comparacao
entre os supergrupos A e B mostrou uma divergé&eia0% para a regiao analisada

do gendtsZe de 54,3% para 0 gemnsp.
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A. Genewsp—Destaque para as regides hiper variaveis HVR 13.2 e

hvrl
WEPA DI TATAAFAAA TT
WSPB_DI AATIE IR Al CCGAARTRICH T AR TR
90 100 110 12 o
R I I [P IV [ I
WBPA DI ETGCATTTGGTTAS TGGA ATCACEGTTGATGTT TTT q
WBPB Dl .8 ...l ..
hvr2
180 90 2 o 220 230 240
R B e
WSPA DI |BdAT ATT CAGATA TT AACA A ‘CA TTTCA GTTAAOGI'TTATTAOGATA
wsPB DI g e .o fe. . ey .. 2 8. . B .. . . €. pyp.l.....06€..................
hvr3
250 260 270 280 290

WSPB DI ....0€

[T T R ik ar |
WSPA DI TAGCEATTGAAGATATG(I:TATCACT(I:AT [GTTGGTGTTGGTGTTGGT GCA(
g

hvr3
340 350
e
WSPA_DI GI' AAATTTGGI' TTTGCT
WsPB DI |le.co. cTH. Rfe. .. el ............
B. GeneftsZ
10 0 30 50 60 70
el
FTSZA DI ATCACAC{SA GGT GGT ACT GCAA ACCGST AATTGCAAAAGCA AGAGAAC{ZAAGA
FTszBLAB ...........[.................N . e.g@®....... ... ... .. .. ¢& ... ...
90 100 110 120 130 140 150 160

TS KRy ey B N N PR RERE BEEE Rl Rl RUrSl KRl Rl Rl R
FTSZA DI AGIT eGATAE OCAAAAGAAAAAAAGATAETGACTGTTGGAGTTGTAACT ACOGTTCGGTTTTGAAGGTGTGC
FTSZB LAB ...... AR Al G S .

170 180 190 200 210 220 230 240
SRR R R o EREE RN TR B RERRS SRR Rl P R

FTSZA DI ATGCGCATTGCAG‘-\C{:TTGG’-\CTTGL\A 8 TGCAAAAAT ACGT[EGATACACT TATTGTCATTCURAATCARAAT
FTSZB LAB .l - oo /PP | AP a -

250 260 270 280 300 310 320

VI VU IV [ e
FTSZA DI TTATTTAGAATTGE AAAACTACATT CT GCATT AA GATAATGTTCTC{?ATATTGGCA G
FTSZB LAB .............. dAd )

330 340 350 360 370 380 390

el . . P P P PR P P
FTSZA DI AGGAGTAACTE TTGATGFTCATGOCAGi ATTAATCTTGAE TEGCTGATATAGAAACAGTAATGAG
FTSZB LAB ............l}..... 0. . ......BN........... Gl

Figura 12. Alinhamento utilizando o programa BioEdt/Clustal W das sequéncias de nucleotideos
entre os supergrupos A e B dos genesp(A) e ftsZ (B) de Wolbachiade A. albopictus

Fonte: Dados da autora.

Nota: Nas sequéncias os pontos mostram a conservac&oregies sombreadas identificam as
divergéncias.
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7.2 Culex quinquefasciatus - deteccdo da prevaléncia, diversidade de
Wolbachia para os genesftsZ e wsp e densidade deWolbachia em

populacdes resistentegersussusceptivel

a. Prevaléncia

Dos 250 individuos analisados, aproximadamente @@ mosquitos) foram
diagnosticados positivos ha PCR convencional (8dLlBA), desses 46,3% s&o machos
e 53,7% fémeas. Todos os individuos consideradgatimes (49) pela PCR comum
foram diagnosticados positivos pela PGBminestedfigura 13B), caracterizando
100% de infeccéo (tabela 3).

3 1011 12

13 14 15 1€

i

4.5 6 7 8 9

1 2 3 5 6 7 8 9 1011 1213 14 15 1¢

v = 4
: 2 . -

- pgeemmEmemmmeE e

Figura 13. Géis de agarose 1% com produtos da PCRama diagndstico de infeccdo deC.
quinquefasciatugpor Wolbachia.

Fonte: Dados da autora.

Nota: (A) PCR convencional - Fragmento de 432 pb do de&eB de Wolbachiaem machos de JB.

Pocos: 1- marcador de peso molecitind 11l (fragmento de 564 pb em destaque); 2 rdaapouco
corada; 3-8 e 10 amostras positivas; 9, 11, 14réstras negativas; 12, e 13- controles, positivo e
negativo, respectivamente. (B) PG&minesteém tubo Unico - Fragmento de 452 pb do geseB de
Wolbachiaem machos e fémeas de AF e machos de IP. Pocaarchdor de peso molecubashind 111
(fragmento de 564 pb em destaque); 2-13- amostisitivas; 14 e 15-controles positivos e 16- coetrol
negativo, respectivamente.
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Tabela 3. Comparacéo entre os métodos de PCR padr&dPCR seminestedisados para avaliar a
prevaléncia deWolbachiaem Culex quinquefasciatugm populacées da RMR do Recife.

Local de coleta  Numero de machos e fémeas positivos péotbachiacom o
percentual de individuos positivos entre parénteses

PCR padréao PCRseminested
Machos Fémeas Machos Fémeas
JB 22 (88,0) 17(68,0) 25(100.0) 25 (100.0)
AC 15 (60,0) 18 (72,0) 25 (100.0) 25 (100.0)
AF 16 (64,0) 24 (96,0) 25 (100.0) 25 (100.0)
P 15 (60,0) 25 (100.0) 25 (100.0) 25 (100.0)
PX 25 (100,0) 24 (96,0) 25 (100.0) 25 (100.0)

Fonte: Dados da autora. )
Nota: JB: Jaboatdo do Guararapes; AC: Alto da ConquidtaAgua Fria; IP: Ipojuca; PX: Peixinhos.

b. Diversidade

Para os genewsp e ftsZB foram obtidos fragmentos de 555 e 392 pb,
respectivamente, os quais foram idénticos nas popes analisadas e as sequéncias
da linhagemwPip previamente publicadasisp (AF020060.1) (ZHOU; ROUSSET;
O'NEIL, 1998) eftsZ (U28209.1) (WERREN; ZHANG; GUO, 1995). Com relagio
ftsZ B os 392 nucleotideos correspondem as regibes 4B®4 das sequéncias

publicadas d€. quinquefasciatus

c. Quantificacao

A densidade relativa do endossimbionte, nimergetd®@mas d&Volbachiapor
genomas deCulex, variou de acordo com o sexo e também entre aslgyijas
analisadas. Os mosquitos de Santa Cruz do Capbadpulacdo resistente a temefos,
apresentaram maior densidadeWelbachiaquando comparados com os individuos
coletados em Peixinhos, populacdo susceptivel i@rat), tanto para fémeas
(0,031629versus0,004379) quanto para machos (0,019%@4sus0,002115). Os
valores encontrados nos machos ndo mostram umabuligio muito regular.

Enquanto que, as fémeas de Santa Cruz do Capibaplesentaram os valores
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individuais préximos a meédia, cerca de sete vezaomdo que as fémeas de

Peixinhos.
Densidade de Wolbachia
Amédia
¢ mediana 1 (g\ 9 Cg\ 9
_g ]
" 0,1 - {]
£ .
° 0,01 1 : . :
[ A o
= A
< o 0,001 - o E .
e a L] .
o [ e . H
c D |
29 0,0001 . .
o w s .
=2 0,00001 .
() <
© c
n 0,000001 - .
4+ ° °
1S .
e 0,0000001 -
5!
0,00000001 T:’eixinhos Santa Cruz do
Capibaribe

Grafico 1. Variagdes na densidade olbachiaentre mosquitos susceptiveis e resistentes a temefo
Fonte: Dados da autora.

Nota: Todas as medi¢Bes foram realizadas em machosea$éoom cinco dias de vida (adulto). Cada
ponto no gréfico refere-se a média das duplicagasnd individuo.

7.3  Wauchereria bancrofti -deteccéo da diversidade devolbachiapara os genes

ftsZ e wsp.

a. Diversidade

Para os genesvsp e ftsZforam obtidos fragmentos de 511 e 481
nucleotideos, respectivamente, os quais foramiam&nhos individuos analisados e as
sequéncias previamente publicadassp (DQ093850.1) eftsz (DQ093830.1)
(PLICHART; LEGRAND, 2005). Com relacdo aos alinhamos, os 511 nucleotideos
do genewspcorrespondem as regides 6 a 515 enquanto quelasuéBotideos estao
alinhados a regido 144 a 624 das sequéncias pdddiqaara a bactériéddolbachiaver

figuras 14 e 15.
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40 50 60 70 a0

M- || ool cooalloonell sosellonsall socalloceoll aocollssas [ | [ PR I [

MCF2 SWSPA [ et 12 TTTTEGTAGR ARATHNOGAC Caccadsacs

gl |2607501|gh |AP0O20058.1 | Tﬁpﬁcﬁ; i
WsPBalb DIF20 o T U T R
gl 26027503 [gh |AFO20059.1 | ORCT. L RL. ...l N
WSFE_ IRCKF1 & L ACT.. .2 B Y <
gl 2607505 |gh |aAF0O20060.1 | E . ACT. q a e
GED_ ~ Tat_] B P
gl |T0610282 |gb |DQO93250.1 c‘r. Ec

MCFZEWSPA
gi|2687501 |gh |AF0O20058.1 |
WSPBalb_DIF20
gi|2687503 [gh |AFO200598.1 |
WSFE_ IRCXF1

gi |2807605 [gh |AF020060.1 | SR .
WoFD WO TaT HI sesasssad
gi|?6610§92|§b|nn093950.1|

TN P TN DU RN PN B I
T;_l_F_CC_:_F_Té TTTTACCTSC TETEGTOC‘CE ACTRCAR

MCFZEWSPA

gi 2687501 |gh |AFO20058.1 |
DIFZOWSEBR
gi|2607503 [gh |AF0O20058.1 |
WSFE_ IRCXFl

gi |2807605 [gh |AF020060.1 |
WAFE— W T |

gl |70610282 |gb|DO093860.1

250 260

A PERUR IR DN BN
MCFZEWSPA TAARCTTCTAT ACSGATAGTS AGSTA
gl |2607501 |gh [AFOZ005L.1| . ...t e .
DIFZ0WSFE
gi|2607503 |gh |AFO20058.1 |
WSFE_ IRCXF1
gi |2687605 [gh |AF0O20060.1 |

WSPD WUC Tat HI |

gl [70610202 |gh|DQ093860.1

MCFZOWSFA
gi|2607501 |gh |aFO20058.1 |
DIFZ0WSFE
gi|2607503 |gb |AF0O20059.1 |
WSFE_ IRCXF1

gi |2687605 [gh |AF0O20060.1 |

gi |70610282 |gb|DQ0838560.1

WSPD WUC Tat BT | i~ .

Figura 14. Alinhamento utilizando o programa BioEdi/Clustal W das sequéncias de nucleotideos

entre os supergrupos A, B e D (marcadas em vermelhdo genewsp(A) e ftsZ (B) deWolbachiade

W. bancrofti, A. albopictuse C. quinquefasciatusobtidas no estudo e das respectivas sequéncias

referéncias publicadas.
Fonte: Dados da autora e do banco de dados NCBI deposifamtoZhouet al. (1998), Werreret al.
(1995), Plichartet al (2005).

Nota: Nas sequéncias 0s pontos mostram a conservac&oregies sombreadas identificam as
divergéncias. Destaque para as regides hiper wsialVVR 1, 2 e 3, sombreado colorido e para as

sequéncias d¢/. bancroftiretangulo vermelho.
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Figura 15. Alinhamento utilizando oprograma BioEdit/Clustal W das sequéncias de nucl¢imeos
entre os supergrupos A, B e D do gerftsZ (B) de Wolbachiade W. bancrofti, A. albopictuse C.
quinquefasciatus

Fonte: Dados da autora e sequéncias do banco de dadusitddp por Zhoet al. (1998), Werreret al.
(1995), Plichartet al (2005).

Nota: Nas sequéncias 0s pontos mostram a conservacaoregides sombreadas identificam as

divergéncias. Destaque para as sequéncid$. dancroftiretdngulo vermelho.
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8 DISCUSSAO

a. Prevaléncia

A deteccao de um grande numero de individuos negatiu infectados por um
s6 supergrupo d®/olbachiano nosso estudo cow. albopictus tanto em machos
guanto em fémeas, levou-nos a busca de uma naedégsh para a comprovacao de
tal condicdo. No estudo realizado por Kittayap@gal (2002), a confirmacédo do
status de infeccdo de mosquitdsalbopictuspor Wolbachiaé feita pela PCR da F1
das fémeas coletadas em campo. Porém, como 0s snaghdaransmitem a bactéria
para a geracao seguinte, a infeccdo ndo pode gécada por esse método. Além
disso, no trabalho de Kittayaporeg d. (2002) 12,5% das fémeas superinfectadas
apresentaram transmissao materna\\agbachiaimperfeita, ou seja, apenas uma das
linhagens é passada para a prole. Sendo assinydpe$a F1 para confirmacdo de
falso-negativos ndo € um método totalmente corlfisa@esentando aplicabilidade
restrita, e sem contar que € um meio bastanteitesmorDessa forma, os resultados
sobre prevaléncia produzidos no presente trabalkedram-se na confirmacéo atraves
da PCR seminestedtanto dos mosquitos negativos panolbachia quanto dos
infectados por apenas uma linhagem no cas®.dalbopictus Com base nessa
experiéncia procedemos do mesmo modo para obtelogidados de prevaléncia em

C. quinquefasciatus.

Nossos resultados mostraram que 98,82% das féragasatbopictusestavam
superinfectadas coM. pipientispara os supergrupos A e B, semelhante ao que foi
encontrado em fémeas de albopictusda Tailandia por Kittayapong et al. (2002)
(97.5%;P=0.7475, quando comparados com 98.82% aqui ercnd) e Kittayapong
et al. (2002) (97.93%pP= 0.8728, versus 98.82%). Resultados semelhantes de
superinfeccdo também foram encontrados Amalbopictusde Madagascar por
Zouacheet al, (2009).

Diferente da PCReminestedatravés da PCR comum, uma taxa mais baixa de
superinfeccdo poW. pipientisfoi encontrada em machos (23,81% em MC; 40% em
DI; e 50% em EM) e em fémeas de EM (50%). Talagio dostatusde infeccéo

pode ser justificada por uma falha na transmissgiemmal déNolbachiapara a prole
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devido a variagOes nas condi¢cdes ambientais, cagerisa em Kittayapongt al
(2002). Dessa forma a bactéria ndo seria transanitbdos os individuos da prole,
sendo detectada apenas uma linhagem Wiagbachia nos mosquitos quando
investigados pela PCR convencional. Essa hipotesefagcada por estudos que
mostram que alteracdes ambientais, como por exermapkxposi¢cdo prolongada a
organofosforados seguida de selecdo de genes $#emesm e superproducédo de
esterases envolvendo aumento do custo biolégicemmnete a capacidade do inseto
de controlar a densidade do endossimbionte (BERTI€#®al, 2002; ECHAUBARD

et al, 2010). Como a prevaléncia foi encontrada atrdeémétodo de PCBeminested

e 0s adultos dé. albopictusforam coletados com idades diferentes, uma andlise
comparativa de densidade néo foi viavel, pois alémariar entre machos e fémeas a
densidade do simbionte também apresenta uma digéibdiferente ao longo da vida
do inseto (BERTICATet al, 2002).

A ocorréncia de machos negativos pode ser explipatiapressédo de selecao
do endossimbionte sobre os machos para a manutdagéateccéo, a qual € menor ou
menos importante do que nas fémeas; pois 0s madmmdransmitem a bactéria
Mesmo estando n&o infectados, os machos podemratora fémeas de qualquer
status infeccioso sem comprometer a producdo dde ppor causa da IC
(HOFFMANN, 2005). Nas fémea¥yolbachiatem um papel de maior impacto, nas
guais estudos comA. albopictus mostraram uma maior longevidade entre os
individuos infectados (CALVITTEt al, 2009), além de grandes taxas de oviposicéo e
uma progénie mais numerosa (DOBSON; FOX; JIGGINGS22.

Uma diferenca de prevaléncia (ou densidade) ergrénhagens também é
encontrada para a maioria dos grupos analisadag mesbalho. Apesar de nao
apresentar diferenca significativa nas fémeasnmashos a linhagem A apresentou-se
menos frequente do que a B em todas as populagiitsyaponget al (2002)
também ja havia publicado uma pequena diferendeeqaéncia dos supergrupos em
fémeas dé\. albopictus E em Dutton e Sinkins (2004) a densidade relateraAlbB
foi significativamente maior que/AlbA tanto em machos quanto em fémeasAde
albopictus Ainda nesse trabalho alguns individuos negatipasa a linhagem A
submetidos a um&CR seminestegara aumentar a sensibilidade, e sete de doze
machos deA. albopictusforam positivos paravAlbA no segundoround da PCR

seminestedA linhagem A também demonstrou ser susceptiveledeitos da idade,
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quando apenas os machosAdeaalbopictuscom wAIbA perderam progressivamente a
capacidade de produzir a IC apds o décimo dia da adulta (KITTAYAPONG;
MONGKALANGOON et al, 2002). A partir da analise desses estudos sisgegee a
linhagem A esta sob um controle de densidade difereo que a linhagem B,
similarmente ao que ocorre entre machos e fémeasowrro lado, Zouachet al.,
(2011)encontraram a linhagemAlbA em uma populagéo d&. albopictusna cidade

de Tsimbazaza Park, Madagascar muito mais alta tjopbagemwvAlbB.

O mosquitoA. albopictusé considerado um bom modelo para estudos de
modificacdo de populacdes de vetores, melhor Dresophila simulansdevido a
correspondéncia entre os dados de campo e de t@horgSINKINS, 2004). Apesar
da diferenca de densidade, a superinfeccdo em $mea. albopictustem-se
mostrado comum e estavel (KITTAYAPONG; BAIMAI; O'MH., 2002; SINKINS,
2004) e confirmam os dados obtidos em Dois Irmademo da Concei¢cdo. Porém na
populacdo do EM os fatores que promovem essa @aripgecisam ser mais bem
estudados, como a evolucéo deste perfil de presial&@em novas coletas. Para o uso
de Wolbachiaem programas de controle envolvendo a dispers@emes de bloqueio
de transmissdo de doencas vetori@isonhecimento sobre os dados de prevaléncia de

infeccdo sdo essenciais.

Os resultados de um modo geral obtidos com a RERinestedsao
corroborados pelos estudos os quais mostram qupegirsfeccao poWolbachiaem
fémeas deé\. albopictusé um evento estavel e comum (KITTAYAPONG; BAIMAI;
O'NEILL, 2002; SINKINS, 2004). Aléem disso, o uso tnica de PCReminested
mostrou-se eficaz para inquéritos de prevalénci&Vdtbachia,sendo recomendada

para investigar individuos negativos pela PCR tiadal.

O resultado obtido com emprego da técnica de B&IRinestetho diagnostico
da infeccdo poWolbachiaem C. quinquefasciatugoi tdo satisfatorio quanto o
encontrado com o vetéy. albopictusEm concordancia com os resultados observados
com o complexdC. pipiensna Califérnia por Rasgon e Scott (2003), os nodso®s
de prevaléncia mostram que a bact@@bachiaesta fixada ou proxima da fixacdo na

populacao d€. quinquefasciatus.
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b. Densidade

Quanto a variacdo da densidade do endossimbintbachiaem populacdes
de C. quinquefasciatususceptiveisversusresistentes a organofosforados, resultado
semelhante foi observado no estudo em Montpelkganga). Nesse trabalho a
populacdo analisada possuia um fendtipo de resiagté@norganofosforado e alteracao
da densidade do endossimbionte no hospedeiro, desdaqui obtidos também
mostram que a populagdo resistente apresenta unmsidade maior do
endossimbionte. De acordo com Bertieatal. (2002) a condicdo de resisténcia a
inseticidas, pelo menos quando ocorre aumentoowupéo de esterases, desequilibra
o controle da densidade do simbionte pelo hosped&isse fendbmeno pode estar
associado a um maior custo biolégico pelo fenotgsistente devido ao aumento da
producdo de enzimas detoxificadoras, esterasesproamtendo dessa forma o
emprego da energia necessaria para controlar adddesda bactéria dentro do

hospedeiro.
c. Diversidade

Analisando a diversidade genética dos geites e wsp, diversos estudos
sugerem que eventos de recombinacdo sejam frequeat@volucdo do simbionte
Wolbachiae que a superinfecgcédo tenha um papel importastgeravento. Porém nao
se sabe qual a taxa de co-infec¢do necessariayparacorra a recombinacdo nem 0s
mecanismos envolvidos (BALDO; LO; WERREN, 2005; GIGS et al, 2001;
JIGGINS, 2002; WERREN; ZHANG; GUO, 1995; WERREN; RAOS, 2001). Com
a possibilidade de uso d&Folbachiapara controle populacional de vetores via IC, a
identificacdo de diferentes linhagens dentro donmneesupergrupo é importante, pois

nao se tem conhecimento ainda se esta provocarigta a IC.

Quanto a diversidade d&olbachiano mosquitaC. quinquefasciatyso estudo
de Rasgon e Scott (2003) revelou ndo haver nenkanagao para o gemvespem 30
individuos analisados em 14 populagfes da Caldéma mesma linha de trabalho
Armbrusteret al.(2003) em um estudo interpopulacional analisangerewspem 18
individuos deA. albopictuscoletados em 14 diferentes pontos distribuidosaovm re
no velho mundo ndo encontraram variacdo dentreajosrgrupos A e B. Porém como
a analise foi pontual (apenas uma sequéncia de oagido) talvez houvesse
diversidade nao detectada, mas o nosso trabalhwanasna alta conservagdo mesmo
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na andlise intrapopulacional. Por outro lado, Reet&eller (2003) observaram uma
alta taxa de recombinacdo no gemsp em uma populacdo de formigkprmica
exsectasuperinfectada com cinco linhagensWelbachia,das quais trés parecem ter
surgido a partir de recombinacdo homéloga. Em &elapftsZ de Wolbachia,seis
diferentes tipos de sequéncias foram encontradadlepopulacdes geogréaficas da
aranhaHylyphantes graminicol@YUN et al.,2011). Apesar de ser um dos genes que
evolui mais rapidamente eWolbachia (GUILLEMAUD; PASTEUR; ROUSSET,
1997), os dados aqui obtidos para o dgesiemA. albopictuse C. pipienssugere que

a evolucdo desse gene € diferente nos diversosogrdp insetos, ainda que
apresentem o mesmo fenétipo reprodutivo (IC).

De acordo com o estudo de Behbahatial (2005) em ilhas do Pacifico Sul
com trés espécies do grupedes scutellari§A. polynesiensis, A. pseudoscutellaris
A. tongag, as sequéncias do gemsp de Wolbachianesses hospedeiros sdo muito
proximas, apresentando poucas transicdes nuclesidintre eles. A linhagem que
infectaA. polynesiensisia llha Moorea ndo apresenta substituicbes emaeelaé.
pseudoscutellarisporém difere doA. polynesiensidas llhas Fiji em uma Unica
transicdo. Mas sdo pouco relacionados com a limhafyedo A. albopictus espécie
que € intimamente relacionada ao grufo scutellaris, porém este fato ndo é
surpreendente, uma vez que é sabido que a filogeMélbachiaem artrépodos néo
acompanha a filogenia dos seus hospedeiros, comervaso emWolbachiade
nematodeos (BANDé&t al, 1998; CASIRAGHIet al, 2001; VAVREEet al, 1999).

Ayres et al. (2002) observaram alta variabilidade genética erdgéncia entre
populacdes deéA. albopictuscoletadas em diferentes regibes do Brasil. Por&m, o
resultados obtidos neste estudo e o citado amezitte (ARMBRUSTERet al, 2003)
demonstram que as linhagens @tlbachia presentes nesta espécie parecem ser
estaveis e altamente conservadas independenterdentgau de divergéncia das
populacdes dé. albopictusestudadas. Entre as hipéteses levantadas parfecaunsa
conservacdo dos gen#isZ e wsp em Wolbachiade A. albopictusesta: a menor
densidade da linhagem A em relagdo a B o que paséwdr as chances de
recombinacdo homologa; ou ainda a importancia degeaes na manifestacdo do
fendtipo IC, cuja pressdo de selecdo pode estbmd@m o surgimento de novas
linhagens. Essas questdes precisam ser mais bewla@ss e a analise de outros

marcadores paraWolbachia, tal como regides intergénicas (PETRIDIS;
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CHATZIDIMITRIOU, 2011), podem também ajudar a esclarecer o cenério ataal e
entender um pouco mais sobre a relagdo entre esgérin e seus hospedeiros,

ajudando no desenvolvimento de novas estratégiesrdemle de mosquitos.

Embora em nematddeos filariais o géis& tenha mostrado maior diversidade
que owsp quando comparados com artropodos (BAZZOCE@HhkI, 2000), ainda
assim 0s nossos dados mostraram conservacao. Bsrédados populacionais sobre
diversidade do endossimbionte de nematddeos fdagae por sua vez parasitam
humanos é escasso, devido a dificuldade de aumentaimero de individuos
coletados por questbes éticas. Sendo assim a poscanarcadores mais variaveis

podem solucionar o problema do tamanho amostraigrex
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9 CONCLUSOES

Somente duas linhagens tidolbachia ambas sem diversidade genética de
acordo com os genes estudados, estdo presentpemdacoes déedes albopictus
estudadas; A falta de diversidade sugere néo katendo recombinacdo entre elas
nesta espécie, diferente do que ja foi observadownas espécies. Este fato devera
ser mais bem investigado no futuro. Em relagcdo apulpcbes deCulex
guinquefasciatuanalisadas, existe apenas um supergruptfalbachia também sem
diversidade genética quanto aos marcadores usRdodSm a investigacdo de novos
marcadores podera ajudar a elucidar o complexodpade IC encontrado nesses
organismos. Da mesma forma que nos culicideos,dossimbionte encontrado no

verme filarialW. bancroftindo apresentou diversidade para os géegs wsp.

Nas populacdes observadas, os géis@se wspnao mostraram aplicabilidade
para estudos populacionais. Outros genes da lmct¥dlbachia deverdo ser
investigados em trabalhos futuros para identifmassiveis variacdes que néo foram
reveladas pelos genes analisados no presentehtvabgbossibilitar que inferéncias

populacionais sejam feitas.

O percentual de infec¢do nos culicideos quandcstigaelo através do método
de PCRseminestednostrou que a infeccdo estd proximo dos niveisba@gdo em
ambos os mosquitos. Tais dados serdo de grand@meia em futuros programas de
controle que envolvam Wolbachiacomo veiculo de dispersdo de genes de bloqueio
de transmissdo de doencgas vetoriais, ou aqudavisem introduzir uma linhagem
diferente da bactéria na populacdo de culicidezs.lo

No que diz respeito a variacdo da densidade dossimdbionte em populagdes
de C. quinquefasciatusesistentes a temefés, a hipétese de relagéo esisténcia a
temefds e desequilibrio do controle da densidadgrdbionte pelo hospedeiro ganhou
mais forca. Porém, merece uma maior atencdo asandg outras variaveis que
possam influenciar na densidade da bactéria noedesp resistente como as
condicbes ambientais ou o fator tempo (gera¢cOesd)cdnhecimento pode ajudar a
compreender melhor a dindmica dessa infeccao évpasgnplicacdes nos programas

de controle de culicideos.
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Perspectivas

Além da busca por outros marcadores que melhoreseptem a bactéria
Wolbachianos hospedeiros estudados neste trabalho, é anpo andlise de outros
fatores que estejam relacionados a densidade dossntbionte em diferentes
populacdes de culicideos vetores. A andlise deadares para definir subpopulacdes
de vetores isoladas pela incompatibilidade citopigga com o objetivo de identificar
a presenca e frequéncia de genes de resisténogeticidas nessas subpopulagbes é

um dos nossos objetivos futuros.
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High prevalence and lack of diversity of Wolbachia pipientis
in Aedes albopictus populations from Northeast Brazil

Alessandra Lima de Albuquerque, Tereza Magalhaes, Constancia Flavia Junqueira Ayres/*
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The use of Wolbachia as a tool to contral insect vectars has recently been suggested. In this context, studies on
the prevalence and diversity of this bacterium in wild populations are relevant. Here, we evaluated the diversity of
rwo Wolbachia genes (ftsZ and wsp) and the prevalence of this endosymbiont in wild Aedes albopictus. Using semi-
nested polymerase chain reaction, our results showed that 99 3% of the individuals were superinfected with Wolba-
chia. In regards to genetic diversity, the two genes showed no variation within or among mosguite populations. dn
analysis of other Wolbachia markers may help to clarifv the relationship between insect and endosymbiont.

Key words: endosymbiont - mesquito control - semi-nested PCR

Wolbachia pipientis 1s an intracellular bactermum
belonging to the Anaplasmataceae family (Scola et al.
2005) that infects a broad range of insects in which in-
fection rates vary from 16-66% of the species screened
(Hilgenboecker et al. 2008). Part of the success of the
prevalence of Wolbachia in these organisms may be ex-
plained by the mode of dispersion. Wolbachia are spread
through the manipulation of reproductive processes in
arthropods, with cytoplasmic incompatibility (CI) as the
most common phenotype. CI occurs when non-infected
females cannot produce offspring when they mate with
Wolbachia-infected males, thereby privileging Wol-
bachia-infected females as these will produce offspring
when mating with infected males (Hoffmann 2005).

A majority of insects harbour one of the two clades
(or supergroups) of . pipientis. A or B, which are found
exclusively 1n arthropods (Werren et al. 2008). However,
multiple infections have been observed 1n a vanety of
msect species, including dedes albopictus, thus mak-
ing the CI process more complex as individuals infected
with different Wolbachia strains are not compatible for
mating (Sinkins 2004).

Superinfection, defined by infection with two or
more Molbachia strams, allows genetic exchange to
occur among supergroups, thereby increasing bacteria
diversity (Werren et al. 1995, Jiggins et al. 2001). Re-
combination events in 7. pipientis permit the use of
these bacteria as a tool to genetically manipulate insect
populations by introducing genes of interest into the 77
pipientis genome (Werren & Bartos 2001).

For these reasons, the use of Wolbachia as a tool for
driving genes has become a subject of interest among the
scientific community, considering its potential application
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to control agricultural pests and mnsect vectors (Bourtzis
2008). Other control strategies include the utilisation of
Wolbachia strains that shorten insect longevity (WhielPop)
(Moreira et al. 2009). Field trials to release dedes aegypti
infected with whMelPop Wolbachia strain are scheduled
for 2011 1n Australia (Popovier et al. 2010).

A albopictus 1s among the medical important mos-
quitoes that are naturally infected with Wolbachia (Zhou
et al. 1998). Although 4. albopictis has not been associ-
ated with dengue epidemics in Brazil, larvae naturally
infected with dengue virus have been found in the state
of Minas Gerais (MG) (Serufo etal. 1993) Moreover, this
mosquito has been considered the main vector in dengue
epidemics in Japan, Indonesia, Seychelles, Thailand, Ma-
laysia (Hawley 1988) and Hawai (Effler et al. 2005).

In the present study, the prevalence and diversity of
W pipientis in wild 4. albopictus from Brazil were stud-
1ed through the analysis of two single copies W pipientis
chromosomal genes, ftsZ and wsp (Werren et al. 1995,
Braig et al. 1998). fisZ 1s a cell cycle gene mvolved 1n
the regulation of cell division (Werren et al. 1995). wsp
codes for a major Wolbachia surface protein (Braig et al.
1998) and 1s considered a quuckly evolving gene (Zhou
et al. 1998). The maximum divergence of wsp sequences
among strains that infect distinet insect taxa 1s 16% for su-
pergroup A, 23% for supergroup B and 23% between A-B
(Zhou et al. 1998, Van Meer et al. 1999); fisZ diverged
3%. 6% and 15% for strains A, B and between A-B. re-
spectrvely (Werren et al. 1995). We did not find any bib-
liography on f#sZ and wsp diversity among 4. albopictus
within the same population (intrapopulation analysis).

Previous analysis of fisZ and wsp suggest that re-
combination events are common features for MWolbachia
evolution and that superinfection plays an important
role in recombination. However, nothing 1s known about
the coinfection rate necessary for recombination {(Wer-
ren & Bartos 2001, Jiggins 2002, Baldo et al 2006). If
Wolbachia is to be used for vector population control
throngh CI, the identification of potentially new strains
within the same supergroup 1s important as these strains
may also cause CL
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Considering the interest of using Wolbachia as a ge-
netic drive tool or as a controlling agent of 1nsect vec-
tors, information about its prevalence and/or diversity
in natural insect populations is extremely relevant, nev-
ertheless it is scarce. In this study, the prevalence and
diversity of two Wolbachia genes 1n 4. albopictus from
Northeast Brazil were analvsed.

To analyse the prevalence of W pipientis m 4. al-
bopictus, 150 mosquitoes from three neighbourhoods
(Dois Irm3os, Engenho do Meio and Morro da Con-
ceigio) of Recife, state of Pernambuco (PE), Brazil, were
assayved. These mosquitoes were obtained from eggs
collected through installed ovitraps similar to the model
developed by Fay and Perry (1965). Eggs were hatched
and larvae were maintained until the adult phase in the
insectary of the Department of Entomology at Aggeun
Magalhies Research Centre-Oswaldo Cruz Foundation.
Adult mosquitoes were separated by sex and total DNA
was indrvidually extracted according to the protocel de-
scribed by Ayres et al. (2002).

For the analysis of W pipientis diversity, 20 mosqui-
toes from each of the above mentioned neighbourhoods
and samples from the Culicidae DNA bank of the Depart-
ment of Entomology were used. Samples from the DNA
bank consisted of four individuals from other neighbour-
hoods of Recife (Parnamirim, Casa Forte and Dois Uni-
dos), eight individuals from other cities of PE (Olinda,
Zona Rural and Bultrins neighbourhood: Moreno, Cohab
and Bonanga). and a Lab strain representative of Moreno
neighbourhood. In order to check if different 4. albopic-
tus populations harboured different Walbachia strains,
mosquitoes from other states (also obtained from the
Culicidae DNA bank) were also included in the analy-
sis: two individuals from Rio de Janeiro (citv of Rio de
Janeiro, Manguinhos and Jacarepagua neighbourhoods)
and one from MG (city of Passos).

Initially, diagnosis of T pipientis infection in the
150 4. albapicrus mndividuals was performed through
standard polvmerase chain reaction (PCR) using prim-
ers that amplify a fragment of 432 bp of the fisZ gene (I
pipientis supergroup-specific), as described by Baldo et
al. (2006). As a positive control, DNA from an individual
mosquito previously diagnosed with IV, pipientis A and
B supergroups was utilised. As a negative control, no
DNA was added to the PCR reaction. Samples that were
negative for I pipientis were assayed in a second PCR
reaction with primers that amplify a region of 122 bp of
the ribosomal gene #p/8 (Lan & Fallon 1992). This was
used as an endogenous control to check if the negative
result was due to a lack of or poor quality DNA, or to the
absence of T pipienris. Samples that were not amplified
by the rpl8 primers were excluded from analysis.

In order to increase the sensitivity of Wolbachia de-
tection, the samples that were negative by standard PCR
(except the rpif negatives) and infected samples that were
diagnosed with only one strain of Wolbachia were fur-
ther analysed by semi-nested PCR assays. The general
Wolbachia-specific primers, wsp81F and wsp691R (618-
632 bp), were used 1n the first PCR and 0.5 pL of the PCR
product was used in the second PCR (semi-nested PCR)
utilising the primers wspl36F and wspG91R (577 bp) to

detect supergroup A and wsp81F and wsp322R (449 bp)
to detect supergroup B. These primers have been previ-
ously described according to Wolbachia classification to
discriminate supergroups A and B (Zhou et al. 1998).

Samples utilised for T pipientis genetic diversity
analysis (cited above) had been previously diagnosed with
both T pipientis strains (A and B). Diversity was assessed
by analysing fragments of /757 and wsp genes. Primers for
JtsZ and wsp were described above. PCR products were
purified by GFX PCR DNA and Gel Band Purification
Kit (GE Healthcare) then sequenced from both direc-
tions. Bioinformatics analyses were performed through
CodonCode Aligner version 3.6.1 (to form contigs and to
exclude poor quality sequences) and BioEdit/ClustalW
(Hall 1999) for multiple alignment and manual editing.
Sequence identity was confirmed by Blast search.

For comparative analysis of Wolbachia infection
among populations, chi-square analyses were performed
in addition to Fisher's exact tests. In all cases, 5% was
considered a significant level. The software programs
utilised were Excel 2000 and R v2.10.0. (Zar 1996).

This 1s the first published study to investigate MWolba-
chia prevalence and its genetic diversity in mosquitoes
from Brazil Out of the 150 4. albopictus tested, seven
were excluded from analysis as the rpl§ gene (endog-
enous control) was not amplified. Of the remaining 143
samples screened through standard PCR., 91.61% were
PCR positive for Molbachia and 67.13% (96/143) were
superinfected with both strains [37.9% of males (48/58)
and 87.1% of females (83/85)]. There was a significant
difference between the percentages of infected males
versus females: 82.76% of males and 97.65% of females
were infected (p = 0.0043).

The detection of an unexpected number of negative
samples or individuals harbouring only one Walbachia
strain in our study, 1 both males and females, led us to
use a second method to confirm this observation In a
study conducted i 4. albopictus by Kittavapong et al.
(2002a), the confirmation of Molbachia infection status
was carried out by a PCR sereen of F1 from field collect-
ed females. However, two facts raised 1ssues about the F1
screening method: (i) males do not transmat the bacte-
ria to the next generation, thus Wolbachia prevalence in
males cannot be performed through this method and (1)
females may present imperfect maternal transmission and
only pass a single strain to their offspring, as shown by
Kittayapong et al {(2002b). Thus, the Wolbachia infection
data shown in the present study were imitially obtained
by traditional PCR and then through semi-nested PCR
of negative samples and those diagnosed with a single
strain. We were not able to compare the prevalence rate
in males found here to other studies as no literature on the
frequency of Wolbachia 1n males was found.

According to Berticat et al. (2002), Wolbachia den-
sity may varv between females and males, with a lower
density 1n males. If this was true for samples analysed
here, 1t may partially explain the lower superinfection
rate 1n males by standard PCR as there 1s a DNA thresh-
old in the template to allow amplification by PCR in
comparison to nested or long PCR (Dutton & Sinkins
2004), 1.e., 1f the amount of DNA is too low 1n a sample,
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there may be no amplification, leading to a false nega-
tive result. Molbachia density could also be influenced
by environmental changes. Previous studies showed that
changes. such as a long exposure to organophosphates
(which can affect fitness cost), may interfere with Wol-
bachia density (Berticat et al. 2002).

When these samples were re-examined by semi-nest-
ed PCR, the values of Wolbachia prevalence changed
in all cases. For instance, 99.3% of the 143 mndividuals
were superinfected with both Walbachia stramns, differ-
ing significantly from the 67.13% obtamned by standard
PCR (p = 0.000). Males showed superinfection in 100%
of the samples. Using this method, no mosquito was
negative for Wolbachia (superinfected or with 1 strain)
and only one female from Engenho do Me1o neighbour-
hood (1.18%) was diagnosed with only one strain (B). In
regards to the relationship between infected males and
females, the semi-nested PCR did not show any signifi-
cant difference (p=1).

Our results showed that 98.82% of 4. albopictus
females were superinfected with W pipientis A and
B strains, similar to what was found 1n 4. albopictus
females from Thailand by Kittayapong et al. (2002b)
(97.5%; p = 07475, compared to 98.82% found here)
and Kittayapong et al. (2002a) (97.93%; p = 0.8728,
compared to 98.82% found here). The general data ob-
tained with semi-nested PCR 1s corroborated by studies
showing that Wolbachia superinfection in 4. albopic-
tus females 1s a common and stable event (Kittayapong
et al. 2002a, Sinkins 2004). Moreover, the semi-nested
PCR-based method seemed to be efficient for surveyving
Walbachia prevalence and 1s recommended for further
screening of negative individuals that were diagnosed
by traditional PCR.

According to the quality criteria of the CodonCode
Aligner program (quality value = 20, error probability
for the base call = 1%). 70 sequences of fisZ A 65 of
ftsZ B, 40 of wsp A and 71 of wsp B genes were chosen
for analysis from the 14 4. albopictus populations. The
results showed there was no variation in the nucleotide
sequences among individuals within the same popula-
tion (intrapopulation) or among different populations
(inter-population). The nucleotide sequences of wsp and
ftsZ were 100% 1dentical to those published by Werren et
al. (1995), Zhou et al. (1998) and Baldo et al. (2006).

Stmilar to the results presented here, Armbruster et
al. (2003) found no variation when they analysed wsp
sequences in 18 4. albopictus individuals collected in 14
regions distributed throughout the new and old world.
However, 11 the Armbruster et al. (2003) study, the lack
of diversity could be the result of the sampling method-
ology (only 1 individual per locality). On the other hand,
Reuter and Keller (2003) observed a high recombination
rate of wsp among Formica exsecta individuals from the
same population that was superinfected by five Wolba-
chia strains, of which three may have arisen from ho-
mologous recombination. As for the fisZ gene, our find-
ings showed no divergence, while in another study six
different sequences were found among 11 populations of
the spider Hylyphantes graminicola collected from dis-
tinct geographic regions (Yun et al. 2010).

Ayres et al. (2002) found high genetic variability and
divergence among 4. albopictus populations from differ-
ent regions of Brazil. Notwithstanding, the results pre-
sented here and 1 other studies (Armbruster et al. 2003)
indicate that Wolbachia strains infecting 4. albopictus
are stable and highly conserved, independent of the de-
gree of divergence among mosquito populations. Two
hypotheses that may explain the conservation of f1sZ and
wsp in Wolbachia infecting 4. albapictus are: (1) there 1s
probably a lower density of one strain compared to the
other (Dutton & Sinkins 2004), thereby decreasing the
chances of homologous recombination or (i1) these genes
may have a possible role in the CI phenotype, causing a
high selective pressure that may inhibit the emergence
of new strains. Clearly, these hypotheses must be further
studied. In addition. analysis of other Wolbachia mark-
ers, such as intergenic sites (Petridis & Chatzidimitrion
2011), may help to clarify the symbiotic relationship be-
tween these bacteria and their hosts, thereby aiding the
development of novel mosquito control strategies.
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ANEXO A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

.
g B,

'k vTitqu do Projeto: Diversidade genética de Wolbachia em populagdes de
culicideos vetores e em nematodeos filariais
Pesquisador responsavel: Alessandra Lima de Albuguerque
Instituicdo onde sera realizado o projeto: CPgAM/FIOCRUZ
Data de apresentacdo ao CEP: 20/11/2007
Registro no CEP/CPgAM/FIOCRUZ: 95/07
Registro no CAAE: 0095.0.095.000-07

PARECER N° 006/2008

O Comité avaliou as modificagdes introduzidas e considera que os
procedimentos metodolégicos do Projeto em questdo estdo condizentes com a
conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de
acordo com o Cédigo de Etica, Resolugdo CNS 196/96, e complementares.

O projeto esta aprovado para ser realizado em sua ultima formatacéo
apresentada ao CEP e este parecer tem validade até 18 de fevereiro de 2011.
Em caso de necessidade de renovacdo do Parecer, encaminhar relatério e

atualizagdo do projeto.

Recife, 18 de fevereiro de 2008.
Observagéo:

Mudemy Ferngiaes Freyre
Anexos:

» Orientagdes ao pesquisador para projetos aprovados;
¢ Modelo de relatorio anual com 1° prazo de entrega para 18/02/2009.




