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Resumo 

 

A bactéria endossimbionte Wolbachia tem sido sugerida como mecanismo de controle de 
insetos vetores e alvo para o tratamento das filarioses. Nesse contexto, estudos sobre a 
prevalência de Wolbachia em populações de vetores de campo, a análise da sua densidade em 
insetos sob diferentes condições fisiológicas e a investigação da diversidade genética da 
bactéria dentro e entre diferentes populações de vetores e em pacientes filarêmicos são 
relevantes. O presente estudo teve como objetivos: determinar o percentual de infecção em 
Culex quinquefasciatus e Aedes albopictus coletados em diferentes áreas da RMR - PE – BR; 
descrever a diversidade dos genes ftsZ e wsp nas linhagens de Wolbachia encontradas tanto 
nos vetores citados quanto nos vermes filariais coletados de pacientes microfilarêmicos da 
região; como também comparar a densidade da bactéria em duas populações de C. 
quinquefasciatus do estado de PE, uma susceptível e outra resistente a temefós. Nossos 
resultados mostraram que o simbionte Wolbachia está presente em 100% dos vetores 
analisados quando diagnosticados pelo método de PCR seminested, o qual se mostrou mais 
eficiente que a PCR convencional. Quanto à densidade do endossimbionte, as fêmeas de C. 
quinquefasciatus resistentes a organofosforados de Santa Cruz do Capibaribe, Sertão – PE, 
apresentaram a densidade média, cerca de sete vezes maior que às fêmeas susceptíveis de 
Peixinhos, RMR – PE, confirmando dados encontrados na literatura. Isto sugere que 
mosquitos resistentes apresentam maior dificuldade para controlar a densidade do 
endossimbionte provavelmente pelo custo biológico associado à resistência. Em relação à 
diversidade genética, os dois genes estudados não mostraram nenhuma variação nas 
populações observadas. A análise de outros marcadores pode ajudar a esclarecer a relação 
entre hospedeiros e endossimbionte dando maior suporte ao uso de Wolbachia no 
desenvolvimento de novas estratégias de controle e tratamento de doenças transmitidas por 
vetores. 

Palavras-chave: 1. Wolbachia – genética. 2. Controle vetorial. 3. Filariose – patologia – 
terapia. 
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Abstract 

 

The endosymbiont bacterium Wolbachia has been suggested as a tool to control  insect 
vectors and as a target for filariasis treatment. In this context, studies on the prevalence of this 
bacterium in wild populations of vectors, analysis of the density of Wolbachia in insects 
under different physiological conditions and the investigation of genetic diversity within and 
between different populations of vectors and filaremic patients are relevant. Here, we aimed: 
determining the percentage of infection in Culex quinquefasciatus and Aedes albopictus 
collected in different areas of the metropolitan area of Recife – PE - BR; describing the 
diversity of wsp and ftsZ genes in Wolbachia strains found in both vectors as cited and in 
filarial worms collected from microfilaremic patients in the region; and quantifying the 
density of bacteria in C. quinquefasciatus populations from PE, susceptible and resistant to 
organophosphates as well. Our results showed that the symbiont Wolbachia is present in 
100% of the vectors diagnosed when analyzed by Seminested PCR method, which proved to 
be more efficient than conventional PCR. Regarding the density of the endosymbiont, the 
females of C. quinquefasciatus resistant to organophosphates from Santa Cruz do Capibaribe, 
countryside of the state – PE, showed the average density about seven times higher than that 
of Peixinhos, metropolitan area of Recife – PE, females insecticide-susceptible, confirming 
the data found in literature. This suggests that resistant mosquitoes are more difficult to 
control the density of the endosymbiont probably due to the biological cost associated with 
resistance. Concerning genetic diversity, the two genes studied showed no variation in the 
populations. Analysis of other Wolbachia markers may help to clarify the relationship 
between hosts and endosymbiont giving greater support to the use of Wolbachia in the 
development of new strategies for filariasis treatment and control of vector-borne diseases. 

Key words: 1. Wolbachia –genetics. 2. Vector Control. 3. Filariasis – pathology – therapy. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

 Wolbachia são bactérias intracelulares que infectam uma ampla variedade de 

artrópodos e ocorrem como linhagens distintas em nematódeos filariais (RUANG-

AREERATE et al., 2003). Nas últimas décadas, o endossimbionte Wolbachia tem 

despertado o interesse da comunidade científica, principalmente por causa da sua vasta 

abundância, dos efeitos diversos nos hospedeiros, que vão da manipulação reprodutiva 

ao mutualismo, e das potenciais aplicações no controle de pragas e doenças 

transmitidas por vetores (BOURTZIS, 2008). 

 As doenças transmitidas por vetores ocorrem em mais de 100 países e afetam 

metade da população mundial, ultrapassando 500 milhões de casos clínicos por ano. 

Essa situação demonstra o impacto inadequado das medidas de controle e com o 

intuito de promover medidas mais efetivas, esforços têm sido feitos para integrar 

iniciativas já existentes e apoiar a pesquisa de novas ferramentas. Nesse universo, 

vacinas, novas drogas e vetores modificados geneticamente fazem parte do rol das 

linhas de pesquisas que vêm sendo investigadas 

(ORGANIZAÇÃO_MUNDIAL_DE_SAÚDE, 2008). 

No Brasil, os vetores Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus são os mosquitos 

de maior ocorrência urbana, transmissores da dengue e da filariose, respectivamente 

(CONSOLI; LOURENÇO-DE-OLIVEIRA, 1994), enquanto o A. albopictus, potencial 

vetor da dengue, cujas larvas já foram encontradas naturalmente infectadas com o 

vírus dengue, apresenta-se em acelerada expansão no país (SERUFO et al., 1993). 

Culex quinquefasciatus por sua vez é considerado o principal vetor em todo mundo e 

exclusivo nas Américas de Wuchereria bancrofti (REGIS et al., 1996), nematódeo 

responsável por 90% dos casos de filariose no mundo 

(ORGANIZAÇÃO_MUNDIAL_DE_SAÚDE, 2006). Hospedeiros da bactéria 

Wolbachia, os vetores C. quinquefasciatus e A. albopictus e o nematódeo W. bancrofti 

são alvo de estudo para a construção de novas metodologias de controle das doenças 

que transmitem ou causam. Nesse âmbito, entre outras abordagens, tem sido proposto 

o uso de Wolbachia como um mecanismo potencial para dispersar genes que 

bloqueiam a transmissão de patógenos em populações naturais de insetos vetores 
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(SINKINS; GODFRAY, 2004). Por outro lado em relação à filariose, a bactéria 

Wolbachia além de parecer ter um importante papel na patogenicidade desta 

enfermidade, esse microorganismo também tem sido estudado como alvo para drogas 

em novas estratégias no combate da doença (HOERAUF; PFARR, 2007).
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2 REFERENCIAL TEÓRICO CONCEITUAL 

2.1 Classificação de Wolbachia pipientis Hertig, 1936 

 

 

A alfa-proteobacteria Wolbachia pipientis, membro da ordem Rickettsiales, foi 

descrita por Hertig em 1936, vinte anos depois da descoberta da primeira Rickettsia 

pelo cientista brasileiro Henrique da Rocha Lima (KOSEK; RAO, 2007; REBOUÇAS 

et al., 2009). Essa classe de proteobactérias constitui o maior grupo taxonômico de 

bactérias e contêm as espécies mais relevantes para a saúde de humanos, animais e 

plantas. Representa ainda o conjunto com maior diversidade metabólica e ecológica 

(FUNKE; TORTORA; CASE, 2005). Característica essa, que o endossimbionte 

Wolbachia, abrigado por artrópodos e nematódeos filariais, demonstra com uma ampla 

gama de interações com seus hospedeiros que vão do mutualismo ao parasitismo 

(WERREN; BALDO; CLARK, 2008). 

Na ordem Rickettsiales, os modernos métodos moleculares de classificação e o 

reconhecimento de características morfológicas e biológicas compartilhadas 

permitiram a reclassificação de alguns gêneros e espécies da família Rickettsiaceae 

para Anaplasmataceae, entre eles a bactéria Wolbachia. Ainda assim, diferente dos 

outros membros dessa família o simbionte Wolbachia infecta apenas artrópodos e 

nematódeos filariais e não os mamíferos (DUMLER et al., 2001; SCOLA; BANDI; 

RAOULT, 2005).  

A única espécie do gênero é Wolbachia pipientis a qual foi originalmente 

observada em ovários do mosquito Culex pipiens (HERTIG; WOLBACH, 1924). 

Baseado na análise das sequências da subunidade ribossomal menor 16S e 

principalmente nos genes ftsZ, groEL, gltA e dnaA, a espécie Wolbachia foi dividida 

em oito diferentes supergrupos (A-H) (LO et al., 2007), ver figura 1. No entanto, Ros 

et al. (2009) sugerem ainda a criação dos supergrupos I, J e K (figura 1), os quais 

contemplariam respectivamente Ctenocephalides felis (pulga), Dipetalonema gracile 

(nematódeo) e Bryobia sp. (ácaro). Portanto, os supergrupos A, B, E, G, H, I e K 

ocorrem apenas em artrópodos, com exceção do F que está presente tanto no filo 

Arthropoda quanto em Nematoda. Em relação aos supergrupos C, D e J, eles são 

encontrados exclusivamente em nematódeos filariais (ROS et al., 2009). No debate 
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sobre a classificação, é discutido se todas as bactérias do grupo Wolbachia seriam 

designadas de W. pipientis ou se uma nomenclatura distinta para diferentes espécies 

seria aplicada. Por convenção, refere-se à bactéria com designações de linhagem 

baseada na identificação do hospedeiro e do supergrupo (WERREN; BALDO; 

CLARK, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Diagrama esquemático da filogenia de W. pipientis baseada em vários estudos filogenéticos. 
Fonte: Lo et al. (2007) e Ros et al. (2009). 
Nota: As letras na ponta dos ramos representam os supergrupos que foram classificados com base nos 
genes ftsZ, groEL, gltA e dnaA. A posição do supergrupo G, no entanto é uma possibilidade, pois foi 
estimada usando os genes wsp e 16S rDNA. As espécies hospedeiras estão indicadas em cada clado ou 
linhagem. Ao diagrama original foi inserido o supergrupo K baseado em estudos com o gene 16S rDNA 
e outros dois ramos também foram nomeados, os supergrupos I e J (em vermelho). 
 

 

2.2. Tipos de interação entre o endossimbionte Wolbachia e os hospedeiros 

2.2.1 Wolbachia e artrópodos 

 

 

A bactéria Wolbachia é altamente adaptada para viver em células de 

invertebrados, ela conta com o aparelho de divisão celular do hospedeiro para ser 

transmitida de forma eficiente durante a divisão celular (FERREE et al., 2005; 

SERBUS; SULLIVAN, 2007). Em recente estudo meta-analítico foi estimado que 

mais de 65% das espécies de inseto carregam esse endossimbionte, colocando-o entre 

as mais abundantes bactérias intracelulares já descobertas (HILGENBOECKER et al., 

2008). Esses endossimbiontes são transmitidos verticalmente (como organelas). Mas 
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incongruências encontradas entre as filogenias do hospedeiro e da bactéria sugerem 

que possam também dispersar-se horizontalmente contribuindo para a manutenção da 

sua distribuição generalizada (WERREN; BALDO; CLARK, 2008). 

A habilidade para garantir a própria sobrevivência deve-se, em parte, ao fato de 

manipular geneticamente seus hospedeiros artrópodos, produzindo fenótipos (figura 2) 

como: incompatibilidade citoplasmática (IC), entre esperma e ovo, é o efeito mais 

frequentemente encontrado, evita que machos infectados tenham sucesso no 

cruzamento com fêmeas que não são infectadas ou que não possuam o mesmo padrão 

de infecção por Wolbachia; partenogênese, a qual elimina a participação dos machos 

na reprodução; feminização, resultado da transformação da prole de machos genéticos 

em fêmeas e morte de machos, onde em uma prole, os indivíduos competem pela 

vida, os machos infectados são eliminados e as fêmeas favorecidas (CLARK, 2007; 

WERREN; BALDO; CLARK, 2008). Coletivamente esses fenótipos são referidos 

como parasitismo reprodutivo e todos contribuem para o aumento de fêmeas infectadas 

e permanência do endossimbionte na natureza. 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Fenótipos induzidos por Wolbachia. 
Fonte: Werren et al. (2008). 
Nota: Quatro distintos fenótipos reprodutivos são observados em uma gama de ordens de artrópodos. 
Feminização (Hemiptera, Isopoda e Lepidoptera). Partenogênese (Acari, Hymenoptera e Thysanoptera). 
Morte de machos (Coleoptera, Diptera, Lepidoptera e Pseudoscorpione). Incompatibilidade 
citoplasmática (Acari, Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera, Isopoda, Lepidoptera e 
Orthoptera). 
 

Dos fenótipos citados, a IC  tem sido objeto de estudo de muitos grupos. Nesta 

interação, o esperma do hospedeiro macho infectado com o endossimbionte é 

incompatível (figura 3) com ovos de fêmeas não infectadas ou que não abrigam o 

mesmo ou os mesmos tipos da bactéria (WERREN, 1997). Embora os mecanismos 
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moleculares da IC ainda não estejam claros, as manifestações citológicas são descritas 

em muitos grupos de hospedeiros. O cruzamento incompatível acontece devido à falta 

de sincronismo na primeira divisão mitótica do embrião causado por um atraso na 

quebra do envelope nuclear e na condensação das cromátides do pró-núcleo do macho 

(TRAM et al., 2006). Além disso, diferentes linhagens de Wolbachia causam diversos 

mecanismos de modificação no material nuclear, dessa forma, cruzamentos entre 

insetos infectados com linhagens distintas podem resultar em incompatibilidade 

bidirecional. Em populações onde há apenas um tipo de bactéria circulando a IC 

produzida é do tipo unidirecional (WERREN; BALDO; CLARK, 2008). 

 

 

 

 

 

Figura 3. A infecção por Wolbachia pode induzir diversos padrões de incompatibilidade citoplasmática. 
Fonte: Sinkins e Gould (2006). 
Nota: (A) A IC unidirecional é tipicamente vista entre populações infectadas e não infectadas; (B) A IC 
bidirecional ocorre entre populações que estão infectadas com diferentes linhagens de Wolbachia e (C) 
Se linhagens de Wolbachia bidirecionalmente incompatíveis forem combinadas para formar uma 
superinfecção, machos superinfectados serão incompatíveis com fêmeas que estiverem infectadas 
apenas por uma linhagem. Cruzamentos entre indivíduos superinfectados são completamente 
compatíveis. Dessa forma, a superinfecção propaga-se facilmente em populações que abrigam apenas 
uma das linhagens. 
 

 Algumas relações entre a bactéria e o hospedeiro precisam ser esclarecidas, 

como por exemplo, a proteção fornecida ao inseto ou artrópodo contra ataque de 

outros parasitas (vírus e protozoários). Essa defesa implica em um custo biológico para 

o hospedeiro, ou seja, embora diminua a infecção por outros parasitas a manutenção do 

simbionte Wolbachia envolve um gasto energético para o artrópodo  (MOREIRA et 

al., 2009). Para conhecer melhor essas associações são realizados, entre outros 

estudos, transfecções de linhagens de Wolbachia para hospedeiros pouco relacionados, 

com o intuito de analisar a adaptação do endossimbionte ao novo hospedeiro (figura 

4). Em alguns casos, há perda do fenótipo induzido pela bactéria, esse fato pode estar 

relacionado à sua adaptação ao novo hospedeiro. É sugerido então o uso de linhagens 

de Wolbachia pré-adaptadas a novos hospedeiros como uma possível estratégia para 
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aperfeiçoar o sucesso de novas transfecções em espécies novas de inseto alvo 

(MCMENIMAN  et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Microscopia eletrônica de transmissão (MET) de células de mosquito infectadas com a 
bactéria Wolbachia linhagem wMelPop. 
Fonte: McMeniman et al., (2008). 
Nota: (A) e (B) Células RML-12 de Aedes aegypti (N, núcleo), na primeira, micrografia com pequena 
resolução mostrando um grande número do endossimbionte Wolbachia disperso pelo citoplasma da 
célula (exemplos estão mostrados com a ponta da seta). Em B, aumento para visualização de quatro 
células de Wolbachia que presumivelmente estão sob o processo de divisão celular (pontas das setas). 
(C) Micrografia em baixa resolução mostrando a presença de muitas bactérias Wolbachia no citoplasma 
de uma célula Aa23 do mosquito Aedes albopictus. (D) Grupo de células MOS-55 de Anopheles 
gambiae, cada uma infectada com múltiplos endossimbiontes Wolbachia. 
 

 

2.2.2 Wolbachia e nematódeos filariais 

 

 

 Nos hospedeiros filariais, esse microrganismo evoluiu de forma distinta. A sua 

sobrevivência é garantida através da simbiose mutualística obrigatória (WERREN; 

BALDO; CLARK, 2008). A bactéria Wolbachia está presente nas filárias encontradas 

em humanos, Wuchereria bancrofti, Brugia spp., Onchocerca volvulus e Mansonella 

sp., mas não em Loa loa, ver figura 5 (PFARR; HOERAUF, 2005; ROS et al., 2009). 

Esses endossimbiontes parecem estar presentes em 100% dos parasitos da população 

das espécies que os abrigam, sugerindo que são necessários para a sobrevivência e 

fertilização do verme. De fato, com o primeiro genoma sequenciado e completamente 

anotado da linhagem encontrada em Brugia malayi, wBm, novos dados reforçaram a 

hipótese de dependência recíproca, onde genes para a biossíntese de metabólitos 

essenciais ao verme foram encontrados na bactéria e vice-versa (FOSTER et al., 

2005). 
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 Concordando com a natureza pandêmica da bactéria Wolbachia, recentemente, 

ela foi encontrada no nematódeo filarial Radopholus similis, diferente dos demais 

nematódeos citados, este parasita plantas e não animais. Embora o tipo de associação 

ainda seja desconhecido, sugere-se que devido à alta taxa de infecção observada 

(100%) R. similis não poderia sobreviver sem o endossimbionte, que é o caso dos 

outros nematódeos filariais (HAEGEMAN et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Imunohistoquímica em nematódeos filariais com Wolbachia marcada com anticorpo 
para a proteína de superfície de Wolbachia (WSP). 
Fonte: (A) Slatko et al. (2010); (B e C) Butner et al. (2003); (D, E e F) Mand et al. (2008). 
Nota: (A) Corte transversal de fêmea adulta de Brugia malayi. O endossimbionte Wolbachia (vermelho) 
está presente nas cordas laterais (lc) e ovários (o). (B) Corte transversal de Onchocerca e L. loa. A 
bactéria encontra-se nas cordas laterais (setas) de um macho de O. dukei. (C) Nenhuma bactéria é vista 
nas cordas laterais (lc) e mediana (mc) de um macho de L. loa, esperma (sp). (D, E e F) Corte 
transversal de fêmea de W. bancrofti excisada de paciente por hidrocelectomia guiada por ultrassom seis 
semanas após o tratamento com doxiciclina mostra embriões degenerados (seta em D) e sem Wolbachia 
na hipoderme (ponta da seta), embriões e oócitos (setas em E). F, Fêmea não tratada de W. bancrofti 
com muitas bactérias em oócitos (setas). 
 

 

2.3. Aplicações práticas de Wolbachia 

2.3.1. Alvo para tratamento antifilarial 

 

 

Esforços para o controle da filariose baseados em quimioterapia antifilarial em 

massa têm mostrado um sucesso inicial, mas a manutenção desses programas é incerta 

(PFARR; HOERAUF, 2005). Em relação à eliminação do parasito nematódeo baseada 

na administração de drogas, são requeridos tratamentos de longa duração. As fêmeas 
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do verme adulto, que produzem milhares de larvas diariamente, sobrevivem muitos 

anos; as drogas atuais possuem atividade macrofilaricida muito baixa; estudos 

mostram alguns casos nos quais tratamentos com DEC ou IVM por mais de 2 anos 

apresentaram efeitos macrofilaricida (HOERAUF; PFARR, 2007). É essencial, 

portanto encontrar drogas que matem ou esterilizem o verme adulto. Com o intuito de 

promover estratégias mais eficazes, estudos para conhecer melhor o verme têm sido 

realizados. 

Há quase 30 anos, em nematódeos filariais foram observadas pela primeira vez 

bactérias intracelulares estabelecendo com eles uma relação de mutualismo e, 

recentemente, este endossimbionte foi identificado como pertencente ao gênero 

Wolbachia (PFARR; HOERAUF, 2005). Com base nessa associação, estudos 

começaram a ser realizados explorando uma possível interdependência entre 

microorganismo e verme. Tratamentos com tetraciclina e outras drogas anti-riquétsias 

inibiram a reprodução e o desenvolvimento em filarídeos infectados por Wolbachia, 

suportando a premissa de que a bactéria é necessária para a sobrevivência do 

nematódeo e parece exibir um importante papel na viabilidade e fertilidade dos 

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

Mand et al. (2008) mostram um estudo com um paciente que apresenta 

hidrocele por 5 anos, 2.040 microfilárias/mL e 65.894 unidades de antígeno (UA). 

Após tratamento com o antibiótico doxiciclina por seis meses e cirurgia para retirada 

dos vermes (com embriões degenerados), há uma queda nas UA para 5092 ao 12º mês 

e 968 ao 24º mês, e o paciente mantém-se amicrofilarêmico sem nenhuma recaída de 

hidrocele e quando reexaminado por ultrassom nenhum ninho de verme foi 

encontrado. Devido aos resultados promissores conseguidos com doxiciclina, essa 

droga tem sido fortemente sugerida no tratamento das filarioses. Embora não haja 

ainda clareza na definição do tempo de tratamento para administração em massa, o uso 

de antibióticos visando à eliminação de Wolbachia presente nos vermes tem sido útil 

no tratamento de pacientes com oncocercose, nos casos em que as microfilárias 

apresentam resistência à ivermectina (IVM) (HOERAUF; PFARR, 2007). Pesquisas 

com outros antibióticos como tetraciclina e rifampicina ou com o uso combinado deles 

contra diferentes vermes filariais como Onchocerca, Wuchereria, Brugia, Dirofilaria  e 

Litomosoides tem sido realizadas com o intuito de encontrar um tratamento mais 
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eficiente e com menos efeitos colaterais (HOERAUF et al., 2008; MAND; 

BUTTNER; HOERAUF, 2008; SLATKO et al., 1999; VOLKMANN et al., 2003). 

 

 

2.3.2. Papel na resposta inflamatória do hospedeiro humano ao verme filarial 

 

 

Nos últimos anos, a bactéria Wolbachia passou a ser incriminada na patogênese 

das enfermidades filariais. Um grupo de pesquisadores dos Estados Unidos, Alemanha 

e Inglaterra encontrou evidências de que o principal responsável pela reação 

inflamatória desenvolvida no olho de indivíduos portadores da oncocercose não é a 

microfilária em si, mas a bactéria que as filárias carregam (HOERAUF et al., 2003). 

Essa bactéria possui antígenos (Lipopolissacarídeos - LPS) específicos em sua 

superfície que produzem uma resposta imune no hospedeiro. Também foi observada a 

diminuição de reações adversas após o tratamento com drogas anti-filariais em 

pacientes que foram tratados com doxiciclina semanas antes da administração de 

IVM/albendazol (HOERAUF; PFARR, 2007). Portanto, o entendimento dos detalhes 

da interação bactéria-verme pode ajudar a identificar novas estratégias para controle de 

doenças causadas por nematódeos filariais (FOSTER et al., 2005). 

 

 

2.3.3. Uso de Wolbachia no combate aos vetores 

 

 

A utilização da poderosa capacidade de dispersão de Wolbachia tem sido 

proposta como um mecanismo potencial para induzir e dispersar genes que bloqueiam 

a transmissão de patógenos em populações naturais de insetos vetores (SINKINS, 

2004). Conhecida como paratransgênese, essa técnica introduz no artrópodo vetor a 

bactéria modificada geneticamente. Para tal abordagem de controle, diversos estudos 
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têm sido desenvolvidos, entre eles está o manejo da transfecção, manutenção da 

infecção com o simbionte e capacidade de dispersão dentro da população selvagem.  

Apesar de A. aegypti não ser naturalmente infectado por Wolbachia, 

pesquisadores produziram infecções artificiais nesta espécie, e obtiveram sucesso com 

a transfecção da linhagem wAlb de Wolbachia que infecta naturalmente A. albopictus. 

Os mosquitos A. aegypti apresentaram em estudos laboratoriais altas taxas de IC e 

fixação da infecção apenas na sétima geração (completa IC). Foi possível observar que 

o número de ovos eclodidos resultante de um cruzamento incompatível (Intensidade 

da IC) foi igual a zero e o número de progênie não infectada produzida por uma fêmea 

infectada (Taxa de herança materna) também foi igual a zero. Porém outros fatores 

precisam ser melhor estudados, como a interferência das condições ambientais na 

manutenção da infecção (XI; KHOO; DOBSON, 2005). 

Outro mecanismo sugerido é a utilização de linhagens de W. pipientis  que 

encurtam o ciclo de vida do inseto (wMelPop) ou ainda que competem com outros 

parasitas como vírus e protozoários contribuindo para diminuir a infestação nos 

vetores e consequentemente bloqueando a transmissão de doenças, porém é preciso 

ainda estudar se esse último fenômeno é transitório ou permanente (HEDGES et al., 

2008; MOREIRA et al., 2009; MOUSSON et al., 2010; XI; KHOO; DOBSON, 2005). 

A modificação da idade populacional de mosquitos, por exemplo, reduz a transmissão 

de patógenos sem erradicar a população destes vetores. A bactéria, wMelPop, 

responsável por essa alteração é encontrada naturalmente em Drosophila 

melanogaster. Os mosquitos A. aegypti transfectados com wMelPop tiveram seu ciclo 

de vida reduzido pela metade em condições de laboratório (MCMENIMAN et al., 

2009). Testes de campo para a liberação de A. aegypti infectados com a linhagem 

wMelPop estão programados para este ano (2011) na Austrália, onde a comunidade 

tem sido consultada sobre o assunto (POPOVICI et al., 2010). 

Uma estratégia diferente, mas que já foi usada com sucesso para supressão de 

insetos utilizando esse endossimbionte é a técnica do inseto incompatível (IIT – sigla 

em inglês), análoga à técnica do inseto estéril (SIT - sigla em inglês) (CALVITTI et 

al., 2009). Mesmo antes de descoberto o agente da IC, em 1973 por Yen e Barr (1973), 

a IC foi usada por Laven em 1967 através de cruzamentos entre diferentes populações 

de C. pipiens fatigans (transmissor da filariose) para erradicação desses vetores em 
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Okpo, Burma, Mianmar, sudeste asiático (LAVEN, 1967). Baseada na liberação em 

massa de machos incompatíveis, com uma linhagem de Wolbachia não encontrada na 

população natural, esta técnica tem demonstrado o seu potencial como alternativa à 

SIT ( CALVITTI  et al., 2009; ZABALOU et al., 2004). Embora maiores estudos ainda 

sejam necessários, os resultados encontrados com transfecção em A. aegypti, A. 

albopictus e uma mosca da fruta do mediterrâneo sugerem a utilização de Wolbachia 

na supressão de populações naturais de insetos de importância econômica e em saúde 

pública (XI et al., 2005; XI; KHOO; DOBSON, 2006; ZABALOU et al., 2004). 

A IC tem sido extensivamente investigada em A. albopictus e no grupo Culex 

pipiens com o objetivo de fornecer um sistema modelo para dinâmica de Wolbachia 

em mosquitos (SINKINS, 2004). Estudos realizados com o objetivo de analisar a 

frequência de infecção em populações de mosquitos, como A. albopictus, em regiões 

endêmicas da transmissão da dengue, mostraram que a bactéria Wolbachia é o melhor 

candidato para uso em experimentos de controle genético de mosquitos 

(KITTAYAPONG; BAIMAI; O'NEILL, 2002). 

 

 

2.4. Diversidade genética em Wolbachia 

 

 

 A bactéria Wolbachia apresenta um genoma pequeno (1,08 – 1,5 Mb) de 

acordo com a tendência redutiva de modo de vida intracelular. Mas apesar de estar de 

acordo com essa propensão da ordem Rickettsiales de adaptação ao hospedeiro, 

faltam-lhe elementos de um genoma mínimo típico, ou seja, elementos comuns que 

conferem estabilidade e são encontrados em outros endossimbiontes obrigatórios. 

Diferente da maioria das Rickettsiales, o genoma de Wolbachia contém grande número 

de elementos móveis e repetitivos (WERREN; BALDO; CLARK, 2008). 

 As linhagens de Wolbachia que infectam artrópodos e nematódeos, e que 

produzem diferentes fenótipos nos seus hospedeiros, também apresentam 

peculiaridades quando comparadas geneticamente. Confrontando dois dos quatro 

genomas completos de Wolbachia que estão disponíveis, linhagens wMel, encontrada 
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em Drosophila melonogaster e wBm, na filária Brugia malayi, foi observado que a 

primeira contém um número alto de elementos genéticos móveis e repetitivos, e 

apresentam partículas tipo vírus. Ao passo que, no genoma de Wolbachia de 

nematódeos, os elementos repetitivos são encontrados em menor número e não há 

sequências de fagos (WERREN; BALDO; CLARK, 2008). 

A análise da diversidade de Wolbachia tem enfrentado barreiras no que se 

refere à confusa classificação deste organismo, que é encontrado em um vasto número 

de insetos que por sua vez podem estar infectados com mais de uma linhagem. Além 

disso, existe extensiva recombinação em Wolbachia, que afeta várias regiões do 

genoma, incluindo proteínas de superfície, genes de prófagos e regiões intergênicas 

(BALDO; LO; WERREN, 2005). Até os genes constitutivos (housekeeping) são alvos 

de eventos de recombinação (BALDO; DUNNING HOTOPP et al., 2006). Toda essa 

variação tem desafiado os métodos filogenéticos tradicionais para caracterização de 

linhagens. Como alternativa às técnicas filogenéticas usuais, sistemas que propõem a 

análise de vários loci gênicos têm sido propostos.  

Estudos experimentais e teóricos têm mostrado que a recombinação é a maior 

força que pode acelerar a diversidade genética e funcional e possibilitar a adaptação 

bacteriana (WERREN; BALDO; CLARK, 2008). Toda essa riqueza e dinâmica de 

informação fazem de Wolbachia um organismo fascinante para ser estudado. A 

recombinação em W. pipientis, apesar de provocar confusões nas análises 

filogenéticas, possibilita a utilização da bactéria como ferramenta para manipulação 

genética de populações de insetos, permitindo a introdução de genes de características 

desejáveis dentro de W. pipientis (JIGGINS et al., 2001; WERREN; BARTOS, 2001). 

A maioria dos insetos abriga um dos dois clados (ou supergrupos) de W. 

pipientis, A ou B, que ocorrem exclusivamente em artrópodos (LO et al., 2002; 

BALDO; BORDENSTEIN et al., 2006; PANARAM; MARSHALL, 2007; WERREN; 

BALDO; CLARK, 2008). Porém múltiplas infecções têm sido comumente encontradas 

em algumas espécies, como Aedes albopictus (SINKINS, 2004). Chamada de 

superinfecção, a infecção por duas ou mais linhagens propicia ainda um ambiente para 

que trocas genéticas ocorram entre os supergrupos aumentando a sua diversidade 

(JIGGINS et al., 2001; WERREN; ZHANG; GUO, 1995). Embora estudos anteriores 

indiquem que os eventos de recombinação são características comuns para a evolução 

de Wolbachia, nada é conhecido sobre qual a taxa de co-infecção necessária para que 
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haja recombinação e nem quais os mecanismos envolvidos (BALDO; LO; WERREN, 

2005; JIGGINS et al., 2001; JIGGINS, 2002; WERREN; WINDSOR; GUO, 1995; 

WERREN; BARTOS, 2001). 

Entre as proteínas microbianas que evoluem mais rápido estão as proteínas 

externas de membrana, que são altamente variáveis. Apesar da grande diversidade de 

composição e função dessas moléculas, elas compartilham características genéticas e 

estruturais que permitem sua classificação como proteínas de superfície. Em 

Wolbachia, a WSP, sigla em inglês para proteína de superfície de Wolbachia, possui 

função desconhecida apesar de várias linhas de estudo sugerirem que estas proteínas 

podem ser um importante mediador na interação parasito-vetor. Além disso, a WSP 

possui homologia com proteínas de bactérias patogênicas e recentemente mostrou 

produzir resposta imunológica em hospedeiros vertebrados infectados com 

nematódeos filariais que abrigam Wolbachia (WERREN; BALDO; CLARK, 2008). A 

WSP mostra rápido turnover da sequência de aminoácidos tanto por altas taxas de 

recombinação como por seleção positiva típica de antígenos sob forte pressão de 

seleção diversificadora (BALDO et al., 2010). O gene wsp, cópia única, codifica para 

a maior proteína de superfície de Wolbachia (BRAIG et al., 1998) e é considerado um 

gene que evolui rápido (ZHOU; ROUSSET; O'NEIL, 1998). Com cerca de 40% de 

diversidade nucleotídica, esse gene possui quatro regiões hipervariáveis separadas por 

regiões conservadas (BALDO; LO; WERREN, 2005). Por meio de estudos utilizando 

os programas Clustal-X (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994), PHILIP 

(FELSENSTEIN, 1995) e PAUP3.1 (SWOFFORD, 1993), a análise de sequências de 

wsp revelou que a divergência máxima entre linhagens de Wolbachia, que infectam 

diferentes taxa de insetos, é de 16% nas bactérias do supergrupo A, 23% no B e 23% 

entre A e B (VAN MEER; WITTEVELDT; STOUTHAMER, 1999; ZHOU; 

ROUSSET; O'NEIL, 1998). 

Com menor extensão que o gene wsp, em Wolbachia a recombinação também 

tem sido documentada para a proteína de divisão celular FTSZ (codificada por um 

gene cópia única, ftsZ), exceção entre os genes housekeeping. Porém ainda não está 

claro com que frequência e dimensão isso ocorre (BALDO; DUNNING HOTOPP et 

al., 2006). Nos estudos de Werren et al. (1995) a divergência de nucleotídeos 

encontrada entres os supergrupos A e B foi de 3%, 6% e 15% para a linhagem A, B, e 

entre A e B, respectivamente. Evidências de recombinação nos genes ftsZ e wsp 
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mostram altos níveis de fluxo gênico entre linhagens de Wolbachia (BALDO; 

BORDENSTEIN et al., 2006). 

Com relação aos vermes filariais e seus simbiontes, o trabalho de Bazzocchi et 

al. (2000) mostrou que o nível de diversidade genética apresentado pelos genes wsp é 

baixo quando comparado com a diversidade de Wolbachia encontrada em artrópodos. 

Nesse estudo foram observadas oito diferentes espécies de nematódeos filariais, e de 

fato, enquanto que, em Wolbachia de artrópodos as sequências de wsp são mais 

variáveis que as de ftsZ, em nematódeos filariais é observado maior variação em ftsZ 

do que em wsp. 

 Apesar da diversidade dos genes ftsZ e wsp ser descrita em diferentes estudos, 

poucos contemplam análises populacionais. No presente trabalho, a diversidade de W. 

pipientis foi estudada através da análise desses genes nos mosquitos C. 

quinquefasciatus e A. albopictus e no verme filarial W. bancrofti. Além disso, a 

prevalência do endossimbionte nas populações de mosquito e a densidade da bactéria 

em vetores sob condições adversas também foi observada. 
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3. JUSTIFICATIVA 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

 

Devido às dificuldades encontradas nos programas de controle de vetores, faz-

se necessário a busca por medidas mais eficazes. Com isso, tem sido proposto como 

alternativa, a utilização de Wolbachia como potencial mecanismo para modificar 

populações de insetos vetores, tornando-os incapazes de transmitir doenças. Sendo 

assim, tanto o status infeccioso quanto a diversidade de linhagens encontradas em 

populações naturais de insetos são informações importantes para futuras intervenções. 

Considerando que os dados sobre prevalência de infecção e diversidade de W. pipientis 

em populações de mosquitos vetores no Brasil e na América do Sul são escassos, neste 

trabalho analisamos a diversidade de dois genes (ftsZ e wsp) desse endossimbionte em 

populações de campo de A. albopictus e C. quinquefasciatus. 

 Baseado na relação de mutualismo obrigatório entre o endossimbionte 

Wolbachia e os nematódeos filariais, sugere-se que esta bactéria seja importante tanto 

como alvo para novas estratégias quimioterápicas, como na causa da doença, sendo 

assim, faz-se necessário conhecer as diferentes linhagens da bactéria encontrada no 

verme para a elaboração de um tratamento mais eficaz. 
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4. PERGUNTA CONDUTORA 
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4 PERGUNTA CONDUTORA  

 

 

Quais linhagens de Wolbachia estão presentes nos culicídeos e filarídeos 

coletados na região metropolitana do Recife? 
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5 OBJETIVOS 

5.2. Geral 

 

 

Descrever as diferentes linhagens de Wolbachia presentes nos culicídeos e 

filarídeos coletados na região metropolitana do Recife. 

 

 

5.3. Específicos 

 

 

a. Determinar a diversidade genética das diferentes linhagens de Wolbachia 

presentes em mosquitos e filárias; 

 

b. Determinar o percentual de infecção dos culicídeos Aedes albopictus e Culex 

quinquefasciatus coletados em diferentes áreas da região metropolitana do 

Recife; 

 

c. Quantificar a densidade de Wolbachia presentes em diferentes populações de 

Culex quinquefasciatus; 

 

d. Avaliar entre os genes ftsZ e wsp, de Wolbachia os mais importantes para 

estudos populacionais; 
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6. PROCEDIMENTOS METODOLÓGICOS 
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6 PROCEDIMENTOS METODOLÓGICOS 

6.1. Divisão do estudo 

 

 

a. Primeira parte: Aedes albopictus – detecção da prevalência e diversidade de 

Wolbachia para os genes ftsZ e wsp. 

b. Segunda parte: Culex quinquefasciatus - detecção da prevalência, diversidade 

de Wolbachia para os genes ftsZ e wsp e densidade de Wolbachia em 

mosquitos susceptíveis versus resistentes a inseticidas. 

c. Terceira parte: Wuchereria bancrofti - detecção da diversidade de Wolbachia 

para os genes ftsZ e wsp. 

 

 

6.2. Detecção da prevalência e diversidade de Wolbachia para os genes ftsZ e 

wsp em Aedes albopictus 

6.2.1. Amostras de mosquitos 

 

 

Para analisar a prevalência de W. pipientis em A. albopictus, 150 mosquitos 

oriundos de três bairros (Dois Irmãos-DI, Engenho do Meio - EM e Morro da 

Conceição-MC) do Recife-PE, Brasil, foram analisados (figura 6). Esses mosquitos 

foram obtidos de ovos coletados através de ovitrampas como descrito em Regis et al. 

(2008). As larvas eclodiram e foram mantidas até a fase adulta no insetário do 

Departamento de Entomologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães (CPqAM) 

sob condições padrão (temperatura 26ºC ± 2ºC; umidade relativa 60%-80%; 12/12h 

Claro/Escuro). Os adultos foram divididos por sexo e o DNA total foi extraído de cada 

indivíduo separadamente seguindo o protocolo de precipitação de DNA com álcool 

isopropílico descrito por Ayres et al. (2002). 

Para a investigação sobre diversidade, 20 indivíduos de cada um dos bairros já 

citados foram analisados. Amostras do banco de DNA total extraído de mosquitos do 
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Departamento de Entomologia foram também usadas: quatro indivíduos de outros 

bairros do Recife (Parnamirim - PN, Casa Forte - CF e Dois Unidos - DU) e oito de 

municípios do estado de PE (Zona Rural-ZR e Bultrins – BT do município de Olinda; 

e Cohab - CO e Bonança – BO do município de Moreno), além de uma linhagem de 

laboratório representativa do município de Moreno - LAB. Com o intuito de identificar 

se diferentes populações de A. albopictus albergam linhagens distintas de Wolbachia, 

indivíduos de outras localidades do Brasil (também do banco de DNA de mosquitos) 

foram incluídos nas análises: dois indivíduos do estado do Rio de Janeiro, do bairro de 

Manguinhos - RJM e Jacarepaguá - RJJ e um de Minas Gerais, Passos - MGP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6. Diagrama esquemático das áreas de coleta de A. albopictus. 
Fonte: Dados próprios e mapas adaptados de Recife (2005) e Pernambuco (2011). 
Nota: (A) Locais de coleta, o quadro vermelho destaca as amostras usadas na detecção da prevalência 
de Wolbachia, as demais foram utilizadas no estudo de diversidade genética. (B) Cidade do Recife – 
destaque para os pontos DI, EM e MC. (C) Estado de Pernambuco – os pontos mostram as cidades de 
Olinda, Recife e Moreno. (D) Por último, no mapa do Brasil é possível observar o estado de 
Pernambuco em vermelho e os estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais também sinalizados como 
pontos de coleta para o estudo de diversidade genética. 
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6.2.2. Diagnóstico de infecção por W. pipientis em A. albopictus 

6.2.2.1. PCR 

 

 

Para detecção de W. pipientis, as 150 amostras de A. albopictus provenientes 

do Recife foram submetidas a PCR com primers que amplificam um fragmento de 432 

pb do gene ftsZ (W. pipientis supergrupo-específico), descritos por Baldo et al. (2006), 

ver quadro 1. 

Na PCR convencional, a reação foi realizada em um volume final de 40 µl 

contendo 22,6 µl de água livre de DNA, 4 µl de 10x PCR buffer (Promega), 2,4 µl de 

25 mM MgCl2 (Promega), 0,8 µl de 10 mM de dNTP mix (Invitrogen), 4 µl de cada 

oligonucleotídeo iniciador (10 pmol/ µl), 0,2 µl de Taq DNA polymerase (5 U/ µl) 

(Promega) e 2 µl da amostra de DNA. As condições de amplificação incluíram um 

período inicial de desnaturação (94ºC/2 min.), seguido por 37 ciclos de desnaturação 

(94ºC/30 s), anelamento (55ºC para o ftsZA e 59ºC para o ftsZB por 45 s) e extensão 

(72ºC/1 min. e 30 s), e uma síntese terminal (72ºC/10 min.). Como controle positivo, 

DNA de mosquito previamente diagnosticado com os dois supergrupos A e B de W. 

pipientis, foi utilizado. No controle negativo não foi adicionado DNA à reação. 

Amostras diagnosticadas como negativas para W. pipientis, foram submetidas a 

uma segunda PCR com primers que amplificam uma região de 122 pb do gene 

ribossomal rpL8 (LAN; FALLON, 1992), ver tabela 1, servindo como controle 

endógeno da qualidade do DNA extraído. A reação foi realizada em um volume final 

de 12,5 µl contendo 6,5 µl de PCR Mix (Promega), 4,0 µl água livre de DNA e 0,5 µl 

de cada oligonucleotídeo iniciador (10 pmol/ µl) e 1 µl da amostra de DNA. As 

condições de amplificação incluíram um período inicial de desnaturação (94ºC/2 min.), 

seguido por 35 ciclos de desnaturação (94ºC/ 1 min.), anelamento (55ºC/1 min.) e 

extensão (72ºC/1 min), e uma síntese terminal (72ºC/5 min.). Nesse caso as amostras 

que permaneceram negativas foram excluídas da análise. 

 

 



DIVERSIDADE GENÉTICA DE WOLBACHIA... 

 

41 

Quadro 1. Sequências de primers utilizados no diagnóstico de infecção de mosquitos por 
Wolbachia e na detecção da diversidade genética. 
Fonte: Baldo et al. (2006); (LAN; FALLON, 1992) e Zhou et al. (1998). 
Nota: 1. Baldo et al. (2006); 2. (LAN; FALLON, 1992); 3. Zhou et al. (1998); 4. O conjunto de primers 
81F+691R é usado para amplificar tanto o gene wsp do supergrupo A, quanto o B.  
 

 

6.2.2.2. PCR Seminested 

 

 

 Com o objetivo de confirmar a ausência de Wolbachia nas amostras negativas, 

os indivíduos negativos (exceto os rpl8 negativos) e os infectados por apenas uma 

linhagem de Wolbachia foram investigados através de uma segunda PCR com maior 

sensibilidade, a PCR seminested (figura 7). Os primers Wolbachia-específico wsp81F 

e wsp691R (618-632 pb) foram utilizados na primeira PCR, cujo volume final foi 12,5 

µl contendo 6,5 µl de PCR Mix (Promega), 4,5 µl água livre de DNA e 0,25 µl de cada 

oligonucleotídeo iniciador (10 pmol/ µl) e 1 µl da amostra de DNA. Dessa reação, 

0,5µl foi usado na segunda PCR (seminested) com as mesmas condições da primeira 

exceto pelos primers, 1,0 µl (10 pmol/ µl) de cada oligonucleotídeo, wsp136F e 

wsp691R (577 pb) para detecção do supergrupo A, e wsp81F e wsp522R (449 pb) para 

o supergrupo B. Esses primers foram propostos por Zhou et al. (1998) para discriminar 

os supergrupos A e B. As condições de amplificação incluíram um período inicial de 

desnaturação (94ºC/2 min.), seguido por 35 ciclos de desnaturação (94ºC/1 min.), 

anelamento (50ºC para o wspA e 55ºC para o wspB por 1 min.) e extensão (72ºC/1 

min.), e uma síntese terminal (72ºC/5 min.). 

Gene Primer Sequência (5'-3') 

ftsZ A1 ftsZ_AspecF1 AAA GAT AGT CAT ATG CTT TTC 
 ftsZ_AspecR1 CAT CGC TTT GCC CAT CTC G 

ftsZ B1 ftsZ_BspecF1 AAA GAT AGC CAT ATG CTC TTT 
 ftsZ_BspecR1 CAT TGC TTT ACC CAT CTC A 

rpl82 RPL8f CCTT ACA AGT TCA ACG TCC GC 
 RPL8r CAG CAA CAA TTC CGA CCA TGG 

wsp A3 136F TGA AAT TTT ACC TCT TTT C 
 691R4 AAA AAT TAA ACG CTA CTC CA 

wsp B3 81F4 TGG TCC AAT AAG TGA TGA AGA AAC 
 522R ACC AGC TTT TGC TTG ATA 
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 Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose a 

1,5%, utilizando-se fragmentos λ DNA/Hind III (Invitrogen) como padrão de peso 

molecular. Após a eletroforese em gel de agarose, as bandas resultantes foram 

observadas sob luz ultravioleta apos coloração com brometo de etídio (10 mg/ml). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Diagrama esquemático da PCR Seminested em A. albopictus. 
Fonte: Elaboração própria a partir dos dados sobre os primers fornecidos por Zhou et al. (1998). 
Nota: (A) Primeira PCR com primers que amplificam o gene wsp de ambos supergrupos, A e B. (B) 
Segunda PCR, a seminested, duas reações são feitas separadamente uma para o supergrupo A e outro 
para o B. 
 

 

6.2.3. Análise estatística 

 

 

 Para a análise comparativa da infecção por Wolbachia entre as populações de 

mosquito foi aplicado o teste qui-quadrado de proporções e quando necessário o teste 

exato de Fisher. Todas as conclusões foram tomadas ao nível de significância de 5%. 

Os softwares utilizados foram o Excel 2000 e o R v2.10.0. (ZAR, 1996). 

 

 

6.2.4. Identificação da diversidade de W. pipientis em A. albopictus 

 

 

Os mosquitos usados na análise da diversidade genética de W. pipientis foram 

previamente diagnosticados infectados com ambas as linhagens de W. pipientis (A e 
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B). A diversidade genética nesses organismos foi avaliada pelo sequenciamento dos 

fragmentos dos genes ftsZ e wsp obtidos a partir das PCRs descritas  acima. Os 

produtos de PCR foram purificados com o kit GFXTM PCR DNA and Gel Band 

Purification (GE Healthcare) e submetidos ao sequenciamento na plataforma 

tecnológica do CPqAM, NPT. Em seguida, a análise computacional das sequências 

produzidas foi feita utilizando os programas: CodonCode Aligner version 3.6.1 (para a 

formação dos contigs e eliminação das sequências com baixa qualidade) e o programa 

BioEdit/Clustal W  para o alinhamento múltiplo e ajuste manual. A identidade das 

sequências foi confirmada através do BLAST. 

 

 

6.3. Detecção da prevalência e diversidade de Wolbachia para os genes ftsZ e 

wsp em Culex quinquefasciatus, e identificação da densidade de Wolbachia 

em populações resistente versus susceptível 

6.3.1. Amostras de mosquito 

 

 

Para o estudo de prevalência em C. quinquefasciatus foram analisados 250 

indivíduos provenientes de quatro municípios da Região Metropolitana do Recife, 

Jaboatão dos Guararapes - JB, Recife (Alto da Conquista - AC e Água Fria - AF), 

Olinda (Peixinhos - PX) e Ipojuca – IP (figura 8). Ovos de C. quinquefasciatus foram 

coletados em criadouros naturais ou no intradomicílio através das armadilhas de 

oviposição (ovitrampas) BR-OVT (BARBOSA et al., 2007). A partir dos ovos (em 

jangadas) de mosquitos eclodiram as larvas que foram mantidas até a fase adulta em 

colônias de laboratório no insetário do Departamento de Entomologia do Centro de 

Pesquisas Aggeu Magalhães (CPqAM) até processamento. Adultos com cinco dias de 

emergido foram separados por sexo e o DNA total foi extraído individualmente 

seguindo o protocolo mencionado e descrito por Ayres et al. (2002). 

 Ao passo que, para o estudo sobre diversidade foram investigados 50 

indivíduos no total, oriundos de cada um dos pontos citados acima, sendo 10 de cada 

população (5 machos e 5 fêmeas). Além disso, foram incluídas nessa análise 20 
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amostras do banco de DNA de mosquitos do Departamento de Entomologia de 

diferentes bairros da região metropolitana do Recife (Recife, três do Arruda – AR e 

três de Água Fria – AF; Olinda, quatro da Zona Rural – ZR e cinco de Bultrins - BT), 

da zona da mata (um de Glória do Goitá - GG), do sertão do estado de Pernambuco 

(um de Santa Cruz do Capibaribe - SC) e também na região sudeste do Brasil (um de 

São Paulo - SP). Por último, mais duas linhagens de C. quinquefasciatus de laboratório 

resistentes a Bacillus sphaericus, CqRL1/2362 e CqRL2/IAB49. 

 Em relação à quantificação de Wolbachia em mosquitos susceptíveis versus 

resistentes a inseticidas organofosforados foram utilizadas duas populações: Peixinhos, 

como referência de susceptibilidade, já mencionada no estudo de prevalência e outra 

resistente, da cidade de Santa Cruz, ambas diagnosticadas por bioensaio químico e 

ensaio bioquímico (dados não mostrados). Foram analisados 36 indivíduos de cada 

população, sendo 18 machos e 18 fêmeas. O processamento das amostras de Santa 

Cruz seguiu as etapas de coleta e extração de DNA citadas acima. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Diagrama esquemático das áreas de coleta de A. albopictus. 
Fonte: Dados próprios e mapas adaptados de Observatório IPPUR/UFRJ-FASE (2002) e Pernambuco 
(2011). 
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Nota: (A) Locais de coleta, o quadro vermelho destaca as amostras usadas na detecção da prevalência 
de Wolbachia, as áreas sombreadas correspondem às amostras usadas no estudo de densidade, as demais 
foram utilizadas no estudo de diversidade genética. (B) Região Metropolitana do Recife –  os pontos 
vermelhos destacam os municípios contemplados dentro da RMR no estudo de prevalência. (C) No 
Estado de Pernambuco – os pontos vermelhos mostram as cidades de Olinda, Recife, Jaboatão dos 
Guararapes, Ipojuca, Glória do Goitá e Santa Cruz do Capibaribe. (D) Por último, no mapa do Brasil é 
possível observar o estado de Pernambuco em vermelho e o estado de São Paulo também está marcado 
como ponto de coleta. 
 

 

6.3.2. Diagnóstico de infecção por W. pipientis em C. quinquefasciatus 

6.3.2.1. PCR 

 

 

A detecção do endossimbionte em C. quinquefasciatus seguiu os mesmos 

procedimentos usados no diagnóstico em A. albopictus descritos no item 5.2.2.1. Com 

exceção de que foi usado apenas o conjunto de primers ftsZB (tab. 1) senso e 

antissenso (392 pb) pois esses mosquitos são infectados apenas pelo supergrupo B 

como descrito na literatura (KLASSON et al., 2008). 

 

 

6.3.2.2. PCR Seminested em tubo único 

 

 

 A investigação dos indivíduos negativos sofreu algumas adequações em 

relação à técnica usada em A. albopictus em virtude de só um supergrupo infectar essa 

espécie. Nesta abordagem metodológica as duas reações de PCR que compõem a 

seminested foram realizadas em um único tubo (figura 9). A primeira reação embora 

com as mesmas concentrações de reagentes já citados para A. albopictus foi submetida 

apenas a 15 ciclos dos 35 utilizados na PCR convencional, com a temperatura de 

anelamento de 55ºC já citada para o conjunto de primers wsp81F e wsp691R (tabela 

1). Após esse período os tubos foram abertos e a eles adicionado 1 µl de cada um dos 

primers wsp81F e wsp522R (452 pb). Na segunda reação da PCR-seminested um novo 

ciclo de 35 amplificações foi iniciado. Desta vez a temperatura de anelamento foi 
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elevada para 59ºC para dificultar a ação do primeiro conjunto de oligonucleotídeos 

adicionado. 

 

 

 

 

Figura 9. Diagrama esquemático da PCR Seminested em tubo único em C. quinquefasciatus. 
Fonte: Elaboração própria a partir dos dados sobre os primers fornecidos por Zhou et al. (1998).  
Nota: (A) Primeira PCR de 15 ciclos com primers que amplificam o gene wsp de ambos supergrupos, A 
e B. (B) Segunda PCR, a seminested, a reação de 35 ciclos é feita no mesmo tubo, ao qual é adicionado 
o segundo conjunto de oligonucleotídeos para amplificar o gene do supergrupo B. 

 

 

6.3.3. Análise estatística 

 

 

 Para a análise comparativa da infecção por Wolbachia entre as populações de 

mosquito foi aplicado o teste qui-quadrado de proporções e quando necessário o teste 

exato de Fisher. Todas as conclusões foram tomadas ao nível de significância de 5%. 

Os softwares utilizados foram o Excel 2000 e o R v2.10.0. (ZAR, 1996). 

 

 

6.3.4. Identificação da diversidade de W. pipientis em C. quinquefasciatus 

 

 

 A diversidade genética nesses organismos foi avaliada utilizando-se fragmentos 

dos genes ftsZ e wsp obtidos via PCR usando-se os primers descritos acima para o 

supergrupo B, exceto que para o gene wsp foram usados os primers wsp81F e 

1ª PCR 

2ª PCR 

3’                                                                                                                            5’ 

5’                                                                                                                            3’ 

wsp81F  
wsp691R 

3’                                                                                                          5’ 

5’                                                                                                          3’ 

wsp81F  
wsp522R SUPERGRUPO B Seminested  

A 

B 

1ª PCR – 15 ciclos – 55ºC 

2ª PCR – 35 ciclos – 59ºC 
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wsp691R. As demais etapas seguiram os mesmos procedimentos descritos nos itens 

5.3.2.1-5.3.3. 

 

 

6.3.5. Quantificação de Wolbachia por PCR quantitativo (qPCR) em tempo real em 

populações de mosquito susceptível versus resistentes 

 

 

 A densidade de Wolbachia em mosquitos de duas populações de C. 

quinquefasciatus, uma susceptível e outra resistente a organofosforados foi observada 

através da qPCR. As reações foram realizadas num aparelho ABI Prism 7500 (Applied 

Biosystems, California, USA) e foram usadas para estimar o número de Wolbachia em 

cada mosquito. Foram feitas duas PCRs para todos os mosquitos: uma foi específica 

para o locus de Culex Ace-2, o qual não está envolvido na resistência ao inseticida 

(WEILL  et al., 2000), e o outro foi específico para o locus wsp de Wolbachia (Braig et 

al., 1998). Os primers usados para amplificar um fragmento do gene wsp foram 

descritos por Berticat et al. (2002) e amplificam um fragmento de 151 pb e para ace2 

foram descritos por Weill et al. (2000) e produzem um fragmento de 208 pb. 

Quadro 2. Sequências de primers utilizados no qPCR para detecção da densidade relativa de 
Wolbachia por C. quinquefasciatus. 
Fonte: Berticat et al. (2002) e Weill et al. (2000). 
 

 

 Todos os mosquitos foram analisados em duplicata para a quantificação de wsp 

e Ace-2, além do controle negativo (sem DNA molde) e da curva padrão. 

Considerando que, os genes estão presentes em cópia única por genoma haplóide do 

hospedeiro e do simbionte, a razão entre as concentrações de wsp e ace-2 forneceram o 

número relativo de genomas de Wolbachia por genomas de Culex, corrigindo dessa 

forma erros provenientes das diferenças entre o tamanho dos mosquitos. A 

Gene Primer Sequência (5'-3') 

Ace-2 Acequantidir  GCAGCACCAGTCCAAGG 
 Acequantirev CTTCACGGCCGTTCAAGTAG 

wsp wolpipdir AGAATTGACGGCATTGAATA 
 wolpiprev CGTCGTTTTTGTTTAGTTGTG 
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concentração do DNA total de todos os 36 indivíduos de cada população, susceptível e 

resistente, 18 machos e 18 fêmeas, foi normalizada para 200 pg/ µl por reação nos 

ensaios em placas de 96 poços. 

 Para produzir as curvas padrão de diluição para a quantificação dos genes wsp 

e ace2 foram seguidas as seguintes etapas: 1- amplificação dos fragmentos dos genes 

por PCR com as mesmas condições usadas para o gene rpl8 no item 5.2.2.1, exceto 

pela temperatura de anelamento de 65ºC para ace2 e já para wsp foram mantidos os 

55ºC; 2- purificação dos produtos de PCR com o kit GFXTM PCR DNA and Gel Band 

Purification (GE Healthcare) seguindo as recomendações do fabricante; 3- clonagem 

do fragmento amplificado por PCR no vetor pJET1.2, usando-se o kit CloneJETTM 

PCR Cloning Kit (Fermentas) de acordo com as recomendações do fabricante e células 

quimicamente competentes One Shot® TOP10 (Invitrogen); 5- checagem por PCR 

(condições citadas) dos amplicons para confirmar a presença do inserto; 6- O DNA 

plasmidial (vetor + inserto) foi purificado utilizando o kit QIAprep® Spin Miniprep 

(QIAGEN), conforme o protocolo descrito no kit; 6- Por último, a concentração do 

amplicon foi determinada por densidade óptica em espectrofotômetro (nanodrop) e 

cinco diluições seriadas de 10-15 a 10-19 para pJETace2 e de 10-16 a 10-24 para 

pJETwsp foram preparadas. Para a quantificação absoluta, o cálculo do número de 

cópias por concentração de plasmídeo + inserto foi feito utilizando a seguinte fórmula: 

 

Nº de cópias de DNA = [massa (g/µl)/n (pb) x 660] x 6,023e23 

 

 A reação foi realizada em um volume final de 20 µl contendo 3 µl de água livre 

de DNA, 10 µl de SYBR Green Master Mix (Applied Biosystem), 1 µl (10 pmol/µl) de 

cada oligonucleotídeo iniciador e 5 µl da amostra de DNA. As condições de 

amplificação incluíram um período inicial de 94ºC por 10 minutos, seguida por 45 

ciclos de 94ºC por 15 segundos e 65ºC por 1 minuto para o gene Ace2 e 55 ºC para o 

wsp. A análise e interpretação dos resultados foram feitas utilizando o software ABI 

PRISM (versão 2.0.4.). 
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6.4. Detecção da diversidade de Wolbachia para os genes ftsZ e wsp em 

Wuchereria bancrofti 

6.4.1. Amostra de Filarídeos 

 

 

Os nematódeos filariais (Wuchereria bancrofti) foram obtidos sob a forma de 

“pools” de microfilárias através da filtração do sangue de pacientes infectados. Foram 

coletadas amostras de sangue de pacientes do Recife, Olinda e Jaboatão com diferentes 

níveis de endemicidade, em colaboração com os projetos de pesquisa desenvolvidos 

pelo pesquisador Dr. Abraham Rocha do Serviço de Referência Nacional em Filariose 

(SRNF) que entre outras atividades realiza a quantificação de microfilárias nos 

indivíduos. 

No total foram avaliados em torno de 20 amostras de pacientes de cada cidade, 

adultos ou menores de idade, sendo este último com idade superior a 10 anos, com o 

consentimento do próprio individuo e do representante legal. 

Os indivíduos positivos para bancroftose já foram previamente cadastrados e 

identificados na RMR através de estudos realizados em parceria entre os municípios 

envolvidos no estudo e o CPqAM. Todos os indivíduos habitam em áreas que serão 

submetidas ao tratamento em massa com a droga dietilcarbamazina. Aos indivíduos 

identificados como positivos foi repassado o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido, e estes foram convidados para participar do trabalho doando o restante do 

sangue, 4 ml, coletado para a quantificação, para serem usados neste projeto. Após o 

consentimento, através da punção venosa, utilizando seringas e agulhas descartáveis, 

foram obtidos 5 ml de amostra de sangue venoso de cada participante do estudo, dos 

quais 1 ml foi utilizado pelo SRNF para quantificação e 4 ml foram filtrados e apenas 

as microfilárias foram coletadas para estudo e o sangue filtrado foi descartado. O 

sangue foi coletado no horário noturno entre 23 horas e 1 hora, respeitando-se a 

periodicidade noturna da W. bancrofti. O sangue coletado foi filtrado em membrana 

de policarbonato (Nucleopore Corporation, Pleasanton, CA, USA) com poros de 3µ 

de diâmetro e as membranas foram armazenadas em microtubos no freezer a -70o C 

até serem processadas. O DNA foi extraído diretamente das membranas com os pools 

de microfilárias grudados seguindo o protocolo descrito por Ayres et al. 2002. Todos 
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os testes foram realizados no CPqAM nos Departamentos de Parasitologia (filtração) e 

Entomologia (extração de DNA). 

 

 

6.4.2. Identificação da diversidade de W. pipientis em Wuchereria bancrofti 

 

 

A diversidade genética nesses organismos foi avaliada utilizando-se fragmentos 

dos genes ftsZ e wsp obtidos através da PCR com os primers ftsZ_F1’ e ftsZ_R1’ e 

WSPintF’ e WSPintR’, respectivamente (tabela 2). A reação de amplificação foi 

realizada em um volume final de 25 µl contendo 13 µl de PCR Mix (Promega), 9,0 µl 

água livre de DNA e 1,0 µl de cada oligonucleotídeo iniciador (10 pmol/ µl) e 1 µl da 

amostra de DNA. As condições de amplificação incluíram um período inicial de 

desnaturação (94ºC/2 min.), seguido por 35 ciclos de desnaturação (94ºC/ 1 min.), 

anelamento (55ºC/1 min.) e extensão (72ºC/1 min), e uma síntese terminal (72ºC/5 

min.). Os produtos de PCR foram purificados com o kit GFXTM PCR DNA and Gel 

Band Purification (GE Healthcare) e submetidos ao sequenciamento bidirecional. Em 

seguida, a análise computacional das sequências produzidas foi feita utilizando os 

programas: CodonCode Aligner version 3.6.1 (para a formação dos contigs e 

eliminação das sequências com baixa qualidade) e o programa BioEdit/Clustal W para 

o alinhamento múltiplo e ajuste manual. A identidade das sequências foi confirmada 

através do BLAST. 
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Gene Primer Sequência (5'-3') 

ftsZ D1 ftsZ_F11 ATYATGGARCATATAAARGATAG  

 ftsZ_F1’ ATTATGGAGCATATAAAAGATAG 
 ftsZ_R11 TCRAGYAATGGATTRGATAT 

 ftsZ_R1’ TCAAGCAATGGATTAGATAT 
wsp D2 WSPintF2 TAG(CT)TACTACATTCGCTTGCA 

 WSPintF’ TAGTTACTACATTCGCTTGCA 
 WSPintR2 CCAA(CT)AGTGC(CT)ATAAAGAAC 

 WSPintR’ CCAATAGTGCTATAAAGAAC 
Quadro 3. Sequências de primers utilizados (em preto) na detecção da diversidade genética de 
Wolbachia em Wuchereria bancrofti. 
Fonte: Baldo et al. (2006) e Bazzochi et al. (2000). 
Nota: 1. Primer original descrito por Baldo et al. (2006); 2. Primer original de acordo com Bazzochi et 
al. (2000). Todos os oligonucleotídeos foram parcialmente modificados, as degenerações foram 
removidas. 

 

 

6.5. Considerações éticas 

 

 

 O presente trabalho incluiu coleta de amostras de sangue humano e coleta de 

mosquitos vetores em residências. Então, foram construídos termos de consentimento 

livre esclarecido informando aos participantes todas as condições na participação das 

coletas, de acordo com a resolução sobre diretrizes e normas regulamentadoras de 

pesquisas envolvendo seres humanos, número 196, de 10 de outubro de 1996. Foram 

respeitados os quatro pilares da ética, Autonomia (consentimento livre e esclarecido do 

indivíduo), Não Maleficência (garantia que danos previsíveis fossem evitados), 

Beneficência (ponderação entre riscos e benefícios) e Justiça (relevância social da 

pesquisa). O projeto foi submetido ao Comitê de Ética da instituição para devidas 

análises cujo parecer encontra-se em anexo no final deste trabalho (apêndice).  
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7 RESULTADOS 

7.1 Aedes albopictus – detecção da prevalência e diversidade de Wolbachia 

para os genes ftsZ e wsp. 

 

 

a. Prevalência 

 Até o momento, este estudo é o primeiro a investigar a prevalência de 

Wolbachia e sua diversidade genética em populações de mosquitos do Brasil. Dos 150 

indivíduos analisados, sete foram excluídos da análise por terem sido negativos para o 

gene rpl8. Dos demais 143 A. albopictus analisados, 91,61% foram positivos por PCR 

para Wolbachia e 67,13% estava superinfectado com ambas as linhagens. Examinando 

o percentual de infecção por sexo encontramos diferença significativa, 82,76% dos 

machos e 97,65% das fêmeas estavam infectados (P = 0,0043). O maior número de 

indivíduos negativos (sem Wolbachia) foi encontrado no bairro de Engenho do Meio 

(figura 10), que também foi a única área onde foram observadas fêmeas negativas. Foi 

possível verificar ainda que apenas 50% das fêmeas abrigavam ambas as linhagens de 

Wolbachia (tabela 1), enquanto que em DI e MC 100% das fêmeas foram positivas 

para os supergrupos A e B (EM vs. DI: P = 2,089e-05; EM vs. MC: P = 7,621e-05). 

Em geral, o número total de fêmeas com Wolbachia A (A + AB) não diferiu do padrão 

de infecção pelo supergrupo B (B + AB) (P= 0.2483). Contudo, o percentual de 

indivíduos com supergrupo A foi significativamente mais baixo do que os indivíduos 

infectados com B entre os machos (P = 0.0003). 

 

 

 

 

Figura 10. Géis de agarose 1% com produtos da PCR convencional para diagnóstico de infecção 
de A. albopictus por Wolbachia. 
Fonte: Dados próprios. 
Nota: (A). Fragmento de 432 pb do gene ftsZA de Wolbachia em fêmeas do EM. Poços: 1 e 12- 
marcador de peso molecular λ-hind III; 2-4, 6, 7, 10, 13 e 14 amostras positivas com bandas mais 
fortemente coradas; 8,9 e 11- bandas claras; 5- amostra negativa; 15 e 16- controles, positivo (seta) e 

1   2   3  4   5   6   7   8   9  10 11 1213 14 15 16 
1  2   3  4   5   6  7   8   9 10 1112 1314 15 16 

A B 
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negativo, respectivamente. (B). Fragmento de 432 pb do gene ftsZB de Wolbachia em fêmeas e machos 
(13-16) do EM. Poço: 12- marcador de peso molecular λ-hind III; 1-3, 8, 9, 15 e 16- amostras positivas 
com bandas mais coradas; 6, 13 e 14- amostras negativas; 4, 5 e 7- bandas claras; 10 e 11- controles, 
positivo (seta) e negativo, respectivamente. 
 

Tabela 1. Prevalência de Wolbachia pipientis em Aedes albopictus coletados em Recife-PE, Brasil. 
Local Número de indivíduos analisados por PCR (N), e número de machos e 

fêmeas positivos para cada linhagem de Wolbachia com percentual de 
indivíduos positivos entre parênteses 

Total 
Machos+Fêmeas 

 Machos Fêmeas  
 N Ø A B AB N Ø A B AB + - 
DI 15 2 1  

(6,7) 
6  

(40,0) 
6  

(40,0) 
34 0 0 

(0) 
0 

(0) 
34 

(100) 
47 

(95,9) 
2 

(4,1) 
EM 22 5 1 

(4,5) 
5  

(22,7) 
11 

(50,0) 
22 2 7 

(31,8) 
2 

(9,1) 
11 

(50,0) 
37 

(84,1) 
7 

(11,9) 
MC 21 3 1  

(4,8) 
12  

(57,1) 
5 

(23,8) 
29 0 0 

(0) 
0 

(0) 
29 

(100) 
47 

(94,0) 
3 

(6,0) 
Total 58 10 3 

(5,1) 
23 

(39,7) 
22 

(37,9) 
85 2 7 

(8,2) 
2 

(2,4) 
74 

(87,1) 
131 

(91,6) 
12 

(8,4) 
Fonte: Dados da autora. 
Nota: DI: Dois Irmãos; EM: Engenho do Meio; MC: Morro da Conceição. 
 

 

 Por outro lado, quando reexaminados pela PCR seminested (figura 11), os 143 

indivíduos apresentaram um percentual de superinfecção de 99.3%, diferindo 

significativamente do resultado obtido pelo método anterior (P = 1.078e-12), ver 

tabela 2. Nesta abordagem metodológica nenhum mosquito foi considerado negativo 

para Wolbachia (tabela 2) e apenas uma fêmea de EM (1,18%) foi diagnosticada com 

o endossimbionte de um só supergrupo, o B. Quanto à relação entre machos e fêmeas 

infectados a PCR seminested não mostrou diferença significativa (P = 1). 

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Géis de agarose 1% com produtos da PCR seminested para diagnóstico de infecção de 
A. albopictus por Wolbachia. 
Fonte: Dados da autora. 
Nota: (A) Etapas da PCR seminested. Poços: 1- Controle negativo; 2- marcador de peso molecular λ-
Hind III (fragmento de 564 pb em destaque); 3- Banda com fragmentos do gene wsp dos supergrupos A 
e B de Wolbachia amplificados na 1ª etapa da PCR seminested (não é possível visualizar bandas 
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separadas nesse sistema); 4- 2º round – fragmento wsp A; 5- 2º round – fragmento wsp B; 6- marcador 
de peso molecular low mass ladder (fragmento e);. (B) Fragmento de 577 pb do gene wspA de 
Wolbachia em fêmeas do EM. Poços: 1- marcador de peso molecular λ-Hind III; 2 e 3- controles, 
positivo (seta) e negativo, respectivamente; 4-9- amostras positivas; 10- marcador de peso molecular 
low mass ladder. (C) Fragmento de 449 pb do gene wspB de Wolbachia em machos e fêmeas do EM. 
Poços: 1- marcador de peso molecular low mass; 2-16- amostras positivas; 17 e 18- controles, positivo 
(seta) e negativo, respectivamente; 19- marcador de peso molecular λ-hind. 

 

Tabela 2. Comparação entre os métodos de PCR padrão e PCR seminested usados para avaliar a 
prevalência de Wolbachia em Aedes albopictus de Recife (EM, DI e MC)1 

 Número de machos e fêmeas positivos para as linhagens de 
Wolbachia com o percentual de indivíduos positivos entre parênteses. 

Status da infecção PCR padrão PCR seminested 

 Machos Fêmeas Machos Fêmeas 
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 Irmãos; EM: Engenho do Meio; MC: Morro da Conceição. 2- Na PCR seminested, o 
único indivíduo infectado por um só supergrupo foi uma fêmea, EM. 

 

 

b. Diversidade 

 As sequências wsp e ftsZ foram analisadas de acordo com o critério de 

qualidade do programa CodonCode Aligner (quality value ≥20, error probability for 

the base call ≤1%), foram escolhidas para análise das 14 populações de A. albopictus 

70 sequências do gene ftsZ A, 65 ftsZ B, 40 wsp A, 71 wsp B. Não houve variação 

intrapopulacional nem interpopulacional na sequência de nucleotídeos dos dois genes 

estudados.  

 Para os genes wsp A e B, obtivemos, respectivamente, os fragmentos de 538 e 

400 pb, dos quais foram retiradas as sequências dos primers. Correspondendo 

exatamente às posições 48-585 da sequência da linhagem wAlbA (nº de acesso no 

GenBank AF020058.1) e 1-400 da wAlbB (AF020059.1) descritas por Zhou et al. 

1998 (figura 6A).  

Do mesmo modo, do segmento de 392 nucleotídeos do gene ftsZ A já editado 

sem a região de anelamento dos oligonucleotídeos, os primeiros 374 nt alinham 

precisamente com a porção de 62-435 pb da sequência publicada por Baldo et al. 

(2006) (nº de acesso do GenBank DQ842305.1) (figura 6B). Com relação ao ftsZ B, os 
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392 nucleotídeos correspondem às regiões 413 a 804 das sequências publicadas por 

Werren et al. (1995) para A. albopictus (U28206.1). Por outro lado, a comparação 

entre os supergrupos A e B mostrou uma divergência de 10% para a região analisada 

do gene ftsZ e de 54,3% para o gene wsp. 
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A. Gene wsp – Destaque para as regiões hiper variáveis HVR 1, 2 e 3.  
 
                  10        20        30        40        50        60        70        80  
         ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
WSPA_DI  TCACAAAAGTTGATGGTATTACCTATAAGAAAGACAAGAGTGATTACAGTCCATTAAAACCATCTTTTATAGCTGGTGGT  
WSPB_DI  AA....G.A....C..C...GAA.....A....GA.CCGAA.T.C.TGA...T......G..........G.........  
 
 
 
                  90       100       110       120       130       140       150       160   
         ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
WSPA_DI  GGTGCATTTGGTTACAAAATGGACGACATCAGGGTTGATGTTGAAGGAGTTTATTCATACCTAAACAAAAATGATGTTAA  
WSPB_DI  .C............T...........T.................G...C....C...C.A...........C..C...GG  
 
 
 
                 170       180       190       200       210       220       230       240   
         ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
WSPA_DI  AGATGTAGTATTTACCCCAGCAGATACTATTGCGAACAGTTTAACAGCAATTTCAGGACTAGTTAACGTTTATTACGATA  
WSPB_DI  T.G..C.AC....G.T...A..---...G....A......G.GG...T.T........T.G...................  
 
 
 
                 250       260       270       280       290       300       310       320   
         ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
WSPA_DI  TAGCAATTGAAGATATGCCTATCACTCCATATGTTGGTGTTGGTGTTGGTGCAGCGTATGTCAGCACTCCTTTGAAAACC  
WSPB_DI  ....G..........................C.......................A...A......A.....CAG..G.T  
 
 
 
                 330       340       350         
         ....|....|....|....|....|....|....|... 
WSPA_DI  GCTATAA--ATAATCAAAACAGTAAATTTGGTTTTGCT  
WSPB_DI  AG.GC.GT-.A.G......AG.---.............  

 

hvr1 

hvr2 

hvr3 

hvr2 

hvr3 

 

B. Gene ftsZ 

 
                    10        20        30        40        50        60        70        80  
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
FTSZA_DI   ATCACAGCAGGAATGGGCGGTGGTACTGGAACCGGTGCAGGACCGGTAATTGCAAAAGCAGCCAGAGAAGCAAGAGCCGC  
FTSZB LAB  ...........G.....T..............A..C..T.C.....................A..............G.T  
 
                    90       100       110       120       130       140       150       160 
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
FTSZA_DI   AGTTAAGGATAGGGCGCCAAAAGAAAAAAAGATATTGACTGTTGGAGTTGTAACTAAACCGTTCGGTTTTGAAGGTGTGC  
FTSZB LAB  ......A....AA.GAG.................C......................G......................  
 
                   170       180       190       200       210       220       230       240 
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
FTSZA_DI   GCCGCATGCGCATTGCAGAGCTTGGACTTGAAGAACTGCAAAAATACGTGGATACACTTATTGTCATTCCAAATCAGAAT  
FTSZB LAB  .A..T.............................GT.............A....................T.....A...  
 
                   250       260       270       280       290       300       310       320 
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
FTSZA_DI   TTATTTAGAATTGCAAATGAAAAAACTACATTTTCTGATGCATTTAAACTTGCTGATAATGTTCTGCATATTGGCATCAG  
FTSZB LAB  ..............T..C..G............G....C......C....C..C.......................A..  
 
                   330       340       350       360       370       380       390       
           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.. 
FTSZA_DI   AGGAGTAACTGACTTGATGGTCATGCCAGGGCTTATTAATCTTGACTTCGCTGATATAGAAACAGTAATGAG  
FTSZB LAB  ............T......A..........A..G...........T..T.......................  

 
 

Figura 12. Alinhamento utilizando o programa BioEdit/Clustal W das sequências de nucleotídeos 
entre os supergrupos A e B dos genes wsp (A) e ftsZ (B) de Wolbachia de A. albopictus. 
Fonte: Dados da autora. 
Nota: Nas sequências os pontos mostram a conservação e as regiões sombreadas identificam as 
divergências. 
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7.2 Culex quinquefasciatus - detecção da prevalência, diversidade de 

Wolbachia para os genes ftsZ e wsp e densidade de Wolbachia em 

populações resistentes versus susceptível 

 

 

a. Prevalência 

 Dos 250 indivíduos analisados, aproximadamente 80% (201 mosquitos) foram 

diagnosticados positivos na PCR convencional (figura 13A), desses 46,3% são machos 

e 53,7% fêmeas. Todos os indivíduos considerados negativos (49) pela PCR comum 

foram diagnosticados positivos pela PCR seminested (figura 13B), caracterizando 

100% de infecção (tabela 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Géis de agarose 1% com produtos da PCR para diagnóstico de infecção de C. 
quinquefasciatus por Wolbachia. 
Fonte: Dados da autora. 
Nota: (A) PCR convencional - Fragmento de 432 pb do gene ftsZ B de Wolbachia em machos de JB. 
Poços: 1- marcador de peso molecular λ-hind III (fragmento de 564 pb em destaque); 2 – banda pouco 
corada; 3-8 e 10 amostras positivas; 9, 11, 14-16 amostras negativas; 12, e 13- controles, positivo e 
negativo, respectivamente. (B) PCR seminested em tubo único - Fragmento de 452 pb do gene wsp B de 
Wolbachia em machos e fêmeas de AF e machos de IP. Poços: 1 marcador de peso molecular λ-hind III 
(fragmento de 564 pb em destaque); 2-13- amostras positivas; 14 e 15-controles positivos e 16- controle 
negativo, respectivamente. 
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564 

564 
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Tabela 3. Comparação entre os métodos de PCR padrão e PCR seminested usados para avaliar a 
prevalência de Wolbachia em Culex quinquefasciatus em populações da RMR do Recife. 
Local de coleta Número de machos e fêmeas positivos para Wolbachia com o 

percentual de indivíduos positivos entre parênteses. 

 PCR padrão  PCR seminested 

 Machos Fêmeas Machos Fêmeas 

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) 

IP 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: Jaboatão do Guararapes; AC: Alto da Conquista; AF: Água Fria; IP: Ipojuca; PX: Peixinhos. 
 

b. Diversidade 

 Para os genes wsp e ftsZ B foram obtidos fragmentos de 555 e 392 pb, 

respectivamente, os quais foram idênticos nas populações analisadas e às sequências 

da linhagem wPip previamente publicadas, wsp (AF020060.1) (ZHOU; ROUSSET; 

O'NEIL, 1998) e ftsZ (U28209.1) (WERREN; ZHANG; GUO, 1995). Com relação ao 

ftsZ B os 392 nucleotídeos correspondem às regiões 413 à 804 das sequências 

publicadas de C. quinquefasciatus. 

 

c. Quantificação  

 A densidade relativa do endossimbionte, número de genomas de Wolbachia por 

genomas de Culex, variou de acordo com o sexo e também entre as populações 

analisadas. Os mosquitos de Santa Cruz do Capibaribe, população resistente a temefós, 

apresentaram maior densidade de Wolbachia quando comparados com os indivíduos 

coletados em Peixinhos, população susceptível (Gráfico 1), tanto para fêmeas 

(0,031629 versus 0,004379) quanto para machos (0,019504 versus 0,002115). Os 

valores encontrados nos machos não mostram uma distribuição muito regular. 

Enquanto que, as fêmeas de Santa Cruz do Capibaribe apresentaram os valores 
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individuais próximos à média, cerca de sete vezes maior do que as fêmeas de 

Peixinhos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 1. Variações na densidade de Wolbachia entre mosquitos susceptíveis e resistentes a temefós. 
Fonte: Dados da autora. 
Nota: Todas as medições foram realizadas em machos e fêmeas com cinco dias de vida (adulto). Cada 
ponto no gráfico refere-se à média das duplicatas de um indivíduo. 
 

 

7.3 Wuchereria bancrofti - detecção da diversidade de Wolbachia para os genes 

ftsZ e wsp. 

 

 

a. Diversidade 

 Para os genes wsp e ftsZ foram obtidos fragmentos de 511 e 481 

nucleotídeos, respectivamente, os quais foram idênticos nos indivíduos analisados e às 

sequências previamente publicadas, wsp (DQ093850.1) e ftsZ (DQ093830.1) 

(PLICHART; LEGRAND, 2005). Com relação aos alinhamentos, os 511 nucleotídeos 

do gene wsp correspondem às regiões 6 à 515 enquanto que os 481 nucleotídeos estão 

alinhados à região 144 à 624 das sequências publicadas para a bactéria Wolbachia ver 

figuras 14 e 15. 
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Figura 14. Alinhamento utilizando o programa BioEdit/Clustal W das sequências de nucleotídeos 
entre os supergrupos A, B e D (marcadas em vermelho) do gene wsp (A) e ftsZ (B) de Wolbachia de 
W. bancrofti, A. albopictus e C. quinquefasciatus obtidas no estudo e das respectivas sequências 
referências publicadas. 
Fonte: Dados da autora e do banco de dados NCBI depositados por Zhou et al. (1998), Werren et al. 
(1995), Plichart et al. (2005). 
Nota: Nas sequências os pontos mostram a conservação e as regiões sombreadas identificam as 
divergências. Destaque para as regiões hiper variáveis, HVR 1, 2 e 3, sombreado colorido e para as 
sequências de W. bancrofti, retângulo vermelho. 
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Figura 15. Alinhamento utilizando o programa BioEdit/Clustal W das sequências de nucleotídeos 
entre os supergrupos A, B e D do gene ftsZ (B) de Wolbachia de W. bancrofti, A. albopictus e C. 
quinquefasciatus. 
Fonte: Dados da autora e sequências do banco de dados depositada por Zhou et al. (1998), Werren et al. 
(1995), Plichart et al. (2005). 
Nota: Nas sequências os pontos mostram a conservação e as regiões sombreadas identificam as 
divergências. Destaque para as sequências de W. bancrofti, retângulo vermelho. 
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8 DISCUSSÃO 

 

 

a. Prevalência 

A detecção de um grande número de indivíduos negativos ou infectados por um 

só supergrupo de Wolbachia no nosso estudo com A. albopictus, tanto em machos 

quanto em fêmeas, levou-nos a busca de uma nova estratégia para a comprovação de 

tal condição. No estudo realizado por Kittayapong et al. (2002), a confirmação do 

status de infecção de mosquitos A. albopictus por Wolbachia é feita pela PCR da F1 

das fêmeas coletadas em campo. Porém, como os machos não transmitem a bactéria 

para a geração seguinte, a infecção não pode ser verificada por esse método. Além 

disso, no trabalho de Kittayapong et al. (2002) 12,5% das fêmeas superinfectadas 

apresentaram transmissão maternal de Wolbachia imperfeita, ou seja, apenas uma das 

linhagens é passada para a prole. Sendo assim, o estudo da F1 para confirmação de 

falso-negativos não é um método totalmente confiável, apresentando aplicabilidade 

restrita, e sem contar que é um meio bastante laborioso. Dessa forma, os resultados 

sobre prevalência produzidos no presente trabalho basearam-se na confirmação através 

da PCR seminested tanto dos mosquitos negativos para Wolbachia quanto dos 

infectados por apenas uma linhagem no caso de A. albopictus. Com base nessa 

experiência procedemos do mesmo modo para obtenção dos dados de prevalência em 

C. quinquefasciatus. 

Nossos resultados mostraram que 98,82% das fêmeas de A. albopictus estavam 

superinfectadas com W. pipientis para os supergrupos A e B, semelhante ao que foi 

encontrado em fêmeas de A. albopictus da Tailândia por Kittayapong et al. (2002) 

(97.5%; P= 0.7475, quando comparados com 98.82% aqui encontrados) e Kittayapong 

et al. (2002) (97.93%; P= 0.8728, versus 98.82%). Resultados semelhantes de 

superinfecção também foram encontrados em A. albopictus de Madagascar por 

Zouache et al., (2009). 

Diferente da PCR seminested, através da PCR comum, uma taxa mais baixa de 

superinfecção por W. pipientis foi encontrada em machos (23,81% em MC; 40% em 

DI; e 50% em EM) e em  fêmeas de EM (50%). Tal variação do status de infecção 

pode ser justificada por uma falha na transmissão maternal de Wolbachia para a prole 
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devido a variações nas condições ambientais, como sugerida em Kittayapong et al. 

(2002). Dessa forma a bactéria não seria transmitida a todos os indivíduos da prole, 

sendo detectada apenas uma linhagem de Wolbachia nos mosquitos quando 

investigados pela PCR convencional. Essa hipótese é reforçada por estudos que 

mostram que alterações ambientais, como por exemplo, a exposição prolongada a 

organofosforados seguida de seleção de genes de resistência e superprodução de 

esterases envolvendo aumento do custo biológico compromete a capacidade do inseto 

de controlar a densidade do endossimbionte (BERTICAT et al., 2002; ECHAUBARD 

et al., 2010). Como a prevalência foi encontrada através do método de PCR seminested 

e os adultos de A. albopictus foram coletados com idades diferentes, uma análise 

comparativa de densidade não foi viável, pois além de variar entre machos e fêmeas a 

densidade do simbionte também apresenta uma distribuição diferente ao longo da vida 

do inseto (BERTICAT et al., 2002). 

A ocorrência de machos negativos pode ser explicada pela pressão de seleção 

do endossimbionte sobre os machos para a manutenção da infecção, a qual é menor ou 

menos importante do que nas fêmeas; pois os machos não transmitem a bactéria. 

Mesmo estando não infectados, os machos podem cruzar com fêmeas de qualquer 

status infeccioso sem comprometer a produção da prole por causa da IC 

(HOFFMANN, 2005). Nas fêmeas, Wolbachia tem um papel de maior impacto, nas 

quais estudos com A. albopictus mostraram uma maior longevidade entre os 

indivíduos infectados (CALVITTI et al., 2009), além de grandes taxas de oviposição e 

uma progênie mais numerosa (DOBSON; FOX; JIGGINS, 2002). 

Uma diferença de prevalência (ou densidade) entre as linhagens também é 

encontrada para a maioria dos grupos analisados neste trabalho. Apesar de não 

apresentar diferença significativa nas fêmeas; nos machos a linhagem A apresentou-se 

menos frequente do que a B em todas as populações. Kittayapong et al. (2002) 

também já havia publicado uma pequena diferença na frequência dos supergrupos em 

fêmeas de A. albopictus. E em Dutton e Sinkins (2004) a densidade relativa de wAlbB 

foi significativamente maior que wAlbA tanto em machos quanto em fêmeas de A. 

albopictus. Ainda nesse trabalho alguns indivíduos negativos para a linhagem A 

submetidos a uma PCR seminested para aumentar a sensibilidade, e sete de doze 

machos de A. albopictus foram positivos para wAlbA no segundo round da PCR 

seminested. A linhagem A também demonstrou ser susceptível aos efeitos da idade, 
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quando apenas os machos de A. albopictus com wAlbA perderam progressivamente a 

capacidade de produzir a IC após o décimo dia da vida adulta (KITTAYAPONG; 

MONGKALANGOON et al., 2002). A partir da análise desses estudos sugere-se que a 

linhagem A está sob um controle de densidade diferente do que a linhagem B, 

similarmente ao que ocorre entre machos e fêmeas. Por outro lado, Zouache et al., 

(2011) encontraram a linhagem wAlbA em uma população de A. albopictus na cidade 

de Tsimbazaza Park, Madagascar muito mais alta que a linhagem wAlbB. 

O mosquito A. albopictus é considerado um bom modelo para estudos de 

modificação de populações de vetores, melhor que Drosophila simulans, devido a 

correspondência entre os dados de campo e de laboratório (SINKINS, 2004). Apesar 

da diferença de densidade, a superinfecção em fêmeas de A. albopictus tem-se 

mostrado comum e estável (KITTAYAPONG; BAIMAI; O'NEILL, 2002; SINKINS, 

2004) e confirmam os dados obtidos em Dois Irmãos e Morro da Conceição. Porém na 

população do EM os fatores que promovem essa variação precisam ser mais bem 

estudados, como a evolução deste perfil de prevalência com novas coletas. Para o uso 

de Wolbachia em programas de controle envolvendo a dispersão de genes de bloqueio 

de transmissão de doenças vetoriais, o conhecimento sobre os dados de prevalência de 

infecção são essenciais. 

Os resultados de um modo geral obtidos com a PCR seminested são 

corroborados pelos estudos os quais mostram que a superinfecção por Wolbachia em 

fêmeas de A. albopictus é um evento estável e comum (KITTAYAPONG; BAIMAI; 

O'NEILL, 2002; SINKINS, 2004). Além disso, o uso da técnica de PCR seminested 

mostrou-se eficaz para inquéritos de prevalência de Wolbachia, sendo recomendada 

para investigar indivíduos negativos pela PCR tradicional. 

O resultado obtido com emprego da técnica de PCR seminested no diagnóstico 

da infecção por Wolbachia em C. quinquefasciatus foi tão satisfatório quanto o 

encontrado com o vetor A. albopictus. Em concordância com os resultados observados 

com o complexo C. pipiens na Califórnia por Rasgon e Scott (2003), os nossos dados 

de prevalência mostram que a bactéria Wolbachia está fixada ou próxima da fixação na 

população de C. quinquefasciatus. 
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b. Densidade 

Quanto à variação da densidade do endossimbionte Wolbachia em populações 

de C. quinquefasciatus susceptíveis versus resistentes a organofosforados, resultado 

semelhante foi observado no estudo em Montpellier (França). Nesse trabalho a 

população analisada possuía um fenótipo de resistência a organofosforado e alteração 

da densidade do endossimbionte no hospedeiro, os dados aqui obtidos também 

mostram que a população resistente apresenta uma densidade maior do 

endossimbionte. De acordo com Berticat et al. (2002) a condição de resistência a 

inseticidas, pelo menos quando ocorre aumento na produção de esterases, desequilibra 

o controle da densidade do simbionte pelo hospedeiro. Esse fenômeno pode estar 

associado a um maior custo biológico pelo fenótipo resistente devido ao aumento da 

produção de enzimas detoxificadoras, esterases, comprometendo dessa forma o 

emprego da energia necessária para controlar a densidade da bactéria dentro do 

hospedeiro. 

c. Diversidade 

 Analisando a diversidade genética dos genes ftsZ e wsp, diversos estudos 

sugerem que eventos de recombinação sejam frequentes na evolução do simbionte 

Wolbachia e que a superinfecção tenha um papel importante nesse evento. Porém não 

se sabe qual a taxa de co-infecção necessária para que ocorra a recombinação nem os 

mecanismos envolvidos (BALDO; LO; WERREN, 2005; JIGGINS et al., 2001; 

JIGGINS, 2002; WERREN; ZHANG; GUO, 1995; WERREN; BARTOS, 2001). Com 

a possibilidade de uso de Wolbachia para controle populacional de vetores via IC, a 

identificação de diferentes linhagens dentro do mesmo supergrupo é importante, pois 

não se tem conhecimento ainda se esta provocaria também a IC.  

Quanto à diversidade de Wolbachia no mosquito C. quinquefasciatus, o estudo 

de Rasgon e Scott (2003) revelou não haver nenhuma variação para o gene wsp em 30 

indivíduos analisados em 14 populações da Califórnia. Na mesma linha de trabalho 

Armbruster et al. (2003) em um estudo interpopulacional analisando o gene wsp em 18 

indivíduos de A. albopictus coletados em 14 diferentes pontos distribuídos no novo e 

no velho mundo não encontraram variação dentro dos supergrupos A e B. Porém como 

a análise foi pontual (apenas uma sequência de cada região) talvez houvesse 

diversidade não detectada, mas o nosso trabalho mostrou uma alta conservação mesmo 
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na análise intrapopulacional. Por outro lado, Reuter e Keller (2003) observaram uma 

alta taxa de recombinação no gene wsp em uma população de formiga, Formica 

exsecta, superinfectada com cinco linhagens de Wolbachia, das quais três parecem ter 

surgido a partir de recombinação homóloga. Em relação ao ftsZ de Wolbachia, seis 

diferentes tipos de sequências foram encontradas em 11 populações geográficas da 

aranha Hylyphantes graminicola (YUN et al., 2011). Apesar de ser um dos genes que 

evolui mais rapidamente em Wolbachia (GUILLEMAUD; PASTEUR; ROUSSET, 

1997), os dados aqui obtidos para o gene ftsZ em A. albopictus e C. pipiens sugere que 

a evolução desse gene é diferente nos diversos grupos de insetos, ainda que 

apresentem o mesmo fenótipo reprodutivo (IC). 

De acordo com o estudo de Behbahani  et al. (2005) em ilhas do Pacífico Sul 

com três espécies do grupo Aedes scutellaris (A. polynesiensis, A. pseudoscutellaris e 

A. tongae), as sequências do gene wsp de Wolbachia nesses hospedeiros são muito 

próximas, apresentando poucas transições nucleotídicas entre eles. A linhagem que 

infecta A. polynesiensis na Ilha Moorea não apresenta substituições em relação a A. 

pseudoscutellaris, porém difere do A. polynesiensis das Ilhas Fiji em uma única 

transição. Mas são pouco relacionados com a linhagem A do A. albopictus, espécie 

que é intimamente relacionada ao grupo A. scutellaris, porém este fato não é 

surpreendente, uma vez que é sabido que a filogenia de Wolbachia em artrópodos não 

acompanha a filogenia dos seus hospedeiros, como observado em Wolbachia de 

nematódeos (BANDI et al., 1998; CASIRAGHI et al., 2001; VAVRE et al., 1999). 

Ayres et al. (2002) observaram alta variabilidade genética e divergência entre 

populações de A. albopictus coletadas em diferentes regiões do Brasil. Porém, os 

resultados obtidos neste estudo e o citado anteriormente (ARMBRUSTER et al., 2003) 

demonstram que as linhagens de Wolbachia presentes nesta espécie parecem ser 

estáveis e altamente conservadas independentemente do grau de divergência das 

populações de A. albopictus estudadas. Entre as hipóteses levantadas para justificar a 

conservação dos genes ftsZ e wsp em Wolbachia de A. albopictus está: a menor 

densidade da linhagem A em relação a B o que pode diminuir as chances de 

recombinação homóloga; ou ainda a importância desses genes na manifestação do 

fenótipo IC, cuja pressão de seleção pode estar inibindo o surgimento de novas 

linhagens. Essas questões precisam ser mais bem estudadas e a análise de outros 

marcadores para Wolbachia, tal como regiões intergênicas (PETRIDIS; 
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CHATZIDIMITRIOU, 2011), podem também ajudar a esclarecer o cenário atual e a 

entender um pouco mais sobre a relação entre essa bactéria e seus hospedeiros, 

ajudando no desenvolvimento de novas estratégias de controle de mosquitos. 

Embora em nematódeos filariais o gene ftsZ tenha mostrado maior diversidade 

que o wsp quando comparados com artrópodos (BAZZOCCHI et al., 2000), ainda 

assim os nossos dados mostraram conservação. Porém os dados populacionais sobre 

diversidade do endossimbionte de nematódeos filariais que por sua vez parasitam 

humanos é escasso, devido à dificuldade de aumentar o número de indivíduos 

coletados por questões éticas. Sendo assim a busca por marcadores mais variáveis 

podem solucionar o problema do tamanho amostral pequeno. 
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9 CONCLUSÕES 
 

 

 Somente duas linhagens de Wolbachia, ambas sem diversidade genética de 

acordo com os genes estudados, estão presentes nas populações de Aedes albopictus 

estudadas; A falta de diversidade sugere não estar havendo recombinação entre elas 

nesta espécie, diferente do que já foi observado em outras espécies. Este fato deverá 

ser mais bem investigado no futuro. Em relação às populações de Culex 

quinquefasciatus analisadas, existe apenas um supergrupo de Wolbachia, também sem 

diversidade genética quanto aos marcadores usados. Porém a investigação de novos 

marcadores poderá ajudar a elucidar o complexo padrão de IC encontrado nesses 

organismos. Da mesma forma que nos culicídeos, o endossimbionte encontrado no 

verme filarial W. bancrofti não apresentou diversidade para os genes ftsZ e wsp. 

 Nas populações observadas, os genes ftsZ e wsp não mostraram aplicabilidade 

para estudos populacionais. Outros genes da bactéria Wolbachia deverão ser 

investigados em trabalhos futuros para identificar possíveis variações que não foram 

reveladas pelos genes analisados no presente trabalho e possibilitar que inferências 

populacionais sejam feitas.  

O percentual de infecção nos culicídeos quando investigado através do método 

de PCR seminested mostrou que a infecção está próximo dos níveis de fixação em 

ambos os mosquitos. Tais dados serão de grande relevância em futuros programas de 

controle que envolvam a Wolbachia como veículo de dispersão de genes de bloqueio 

de transmissão de doenças vetoriais, ou ainda que visem introduzir uma linhagem 

diferente da bactéria na população de culicídeos local. 

No que diz respeito à variação da densidade do endossimbionte em populações 

de C. quinquefasciatus resistentes a temefós, a hipótese de relação entre resistência a 

temefós e desequilíbrio do controle da densidade do simbionte pelo hospedeiro ganhou 

mais força. Porém, merece uma maior atenção a análise de outras variáveis que 

possam influenciar na densidade da bactéria no hospedeiro resistente como as 

condições ambientais ou o fator tempo (gerações). Tal conhecimento pode ajudar a 

compreender melhor a dinâmica dessa infecção e possíveis implicações nos programas 

de controle de culicídeos. 



ALBUQUERQUE, L. A. 

 

72 

 

Perspectivas 

 

Além da busca por outros marcadores que melhor representem a bactéria 

Wolbachia nos hospedeiros estudados neste trabalho, é importante a análise de outros 

fatores que estejam relacionados à densidade do endossimbionte em diferentes 

populações de culicídeos vetores.  A análise de marcadores para definir subpopulações 

de vetores isoladas pela incompatibilidade citoplasmática com o objetivo de identificar 

a presença e frequência de genes de resistência a inseticidas nessas subpopulações é 

um dos nossos objetivos futuros. 
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