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RESUMO

Embora a gravidade da mansonelose ainda nédo esteja bem caracterizada, a ampla
prevaléncia da doenca e sua importancia para a sadde publica na Amazonia brasileira estdo se
tornando cada vez mais aparentes. Em Sdo Gabriel da Cachoeira, o tratamento padrdo com
ivermectina € ineficaz porque a doenca é causada tanto por M. ozzardi quanto por M. perstans. Ao
contrario de todos os demais parasitas filariais humanos infectados com Wolbachia, os quais sdo
tratados efetivamente com terapéuticas tendo como alvo a bactéria, as cepas detectadas infectando
parasitos do género Mansonella pertencem ao supergrupo F, sendo as cepas relacionadas a este
supergrupo nem sempre necessarias para a sobrevivéncia dos seus hospedeiros. Como uma
investigacdo preliminar sobre a viabilidade do uso do tratamento anti-Wolbachia na Amazoénia
brasileira, este trabalho validou sete novos ensaios de PCR para detec¢do de Mansonella spp. (ITS1,
12S, COIl, mtVR1, mtVR3, hsp70 e myoHC) e 18 novos ensaios de deteccdo por PCR para
Wolbachia (AspC, AspS, CoxA, SucB, nadH, FabK, dnaA, HcpA, AtpD, NuoD, NuoG, sucB,
MgChel, WD0183, WD0198, WD0237, WD0359 e WD1005). Testando cada um desses ensaios
individualmente em amostras de sangue positivas para Mansonella spp. provenientes de 48
residentes de S&o Gabriel da Cachoeira, foi possivel detectar >3 alvos do parasito Mansonella spp.
e >5 alvos de Wolbachia em todas as amostras, além de evidéncias de que a quantidade de
Wolbachia em MFs do género Mansonella pode ser variavel. Andlises filogenéticas utilizando
sequéncias recuperadas de trés alvos do parasito (CO1, 12S, ITS1) e seqiiéncias génicas recuperadas
para quatro alvos de Wolbachia (16S, FtsZ, GroEL, GItA) confirmaram a existéncia de ambos 0s
parasitos M. perstans e M. ozzardi em Sao Gabriel para Cachoeira , revelando também a evidéncia
de coinfeccgdes por M. perstans e M. ozzardi em quatro amostras de sangue. Analises filogenéticas
realizadas com todas as sequéncias-alvo de Wolbachia e duas das sequéncia-alvo do parasito (12S
e ITS1) encontraram poucas evidéncias da diversidade de parasitos ou Wolbachia, entretanto, novos
haplotipos mitocondriais de M. perstans foram identificados com base nas anélises de COl. Nossos
resultados sugerem que a terapéutica anti-Wolbachia pode ser um tratamento efetivo para
Mansonella spp. em Sdo Gabriel da Cachoeira, porém mais pesquisas s80 necessarias para
confirmar se todos os parasitos de M. perstans na area em questdo (como por exemplo, as amostras
com diferentes haplotipos mitocondriais) sdo infectados com Wolbachia e, portanto, se todas as

infeccdes por mansonelose podem vir a ser tratadas por meio dessas abordagens anti-Wolbachia.

Palavras-chave: Mansonella ozzardi, Mansonella perstans, Wolbachia, Diversidade,

Prevaléncia



ABSTRACT

While the disease burden of mansonellosis is still not well-characterised, the disease’s
wide prevalence and public health importance to the Brazilian Amazon region is becoming
increasing apparent. In Sao Gabriel da Cachoeira the standard Brazilian Amazon region
ivermectin treatment for mansonellosis is ineffective because the disease is caused by both M.
perstans and M. ozzardi. Unlike all other human filarial parasites that are infected with
Wolbachia, which have been effectively treated with therapeutics that target their Wolbachia,
the Wolbachia strains that have been detected infecting Mansonella parasites belong to a strain
of super clade F — a strain that is not always required for its host’s survival. As a preliminary
investigation into the viability of using anti-Wolbachia treatment in the Brazilian amazon, this
work has validated seven novel Mansonella parasite detecting (ITS1, 12S, COIl, mtVR1, mtVR3,
hsp70 e myoHC) and 18 novel Wolbachia detecting PCR assays (AspC, AspS, CoxA, SucB,
nadH, FabK, dnaA, HcpA, AtpD, NuoD, NuoG, sucB, MgChel, WD0183, WD0198, WD0237,
WD0359 e WD1005). Testing each of these assays individually on Mansonella positive blood
samples taken from 48 Sao Gabriel to Cachoeira residents, we were able to detect >3
Mansonella parasite genes and >5 Wolbachia genes in every single sample and found evidence
that the quantity of Wolbachia in Mansonella microfilariae could be variable. Phylogenetic
analysis using three parasite DNA sequences (CO1, 12S, ITS1) and four Wolbachia gene
sequences (16S, FtsZ, GroEL, GItA) confirmed the existence of both M. perstans and M. ozzardi
parasites in Sao Gabriel to Cachoeira and revealed evidence of M. perstans and M. ozzardi
coinfections in four blood samples. Phylogenetic analysis performed with all of the Wolbachia
gene sequences and two of the parasite gene sequences (12S and ITS1) found very little
evidence of parasite or Wolbachia diversity, however, novel M. perstans mitochondrial
haplotypes were uncovered with our COI analysis. Our results suggest that anti-Wolbachia
therapeutics could be a useful Mansonella treatment in Sao Gabriel da Cachoeira, but more
research is needed to confirm that all M. perstans parasites in the area (i.e those with both
mitochondrial haplotypes) and beyond are infected with Wolbachia and thus if all

mansonellosis infections might be effectively treated with anti-Wolbachia therapeutics.

Keywords: Mansonella ozzardi, Mansonella spp., Wolbachia, Diversity, Prevalence
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1. INTRODUCAO

Mansonella perstans e Mansonella ozzardi sdo parasitos filariais humanos com
uma ampla distribuicdo global. InfeccGes causadas por estes parasitos estdo entre as
parasitemias humanas mais comuns do planeta, com uma estimativa de mais de 115
milhGes de africanos infectados apenas com M. perstans. Na regido da Amazonia
brasileira, Mansonella perstans tem uma distribuicdo bastante restrita ao norte do Estado
do Amazonas. Porém Mansonella ozzardi, que ndo ocorre na Africa, é dito atualmente
como parasito filarial mais comum na Amaz6nia, e encontra-se amplamente distribuido
em toda a América Latina, com registros desde o México até a Argentina (Tang et al.,
2018; Medeiros et al., 2017; Lima et al., 2016; Silva et al., 2016).

Embora ndo se tenham estudos suficientes atribuidos aos riscos causados
especificamente pelas doencas transmitidas por M. ozzardi, pesquisadores brasileiros ja
iniciaram um programa de controle dessas parasitemias causadas por ambas especies de
Mansonella na regido amazoénica (Medeiros et al., 2017; Basano et al., 2014). Atualmente,
estas pesquisas tém como alvo o parasito M. ozzardi utilizando em seu tratamento a droga
ivermectina (IVM), que também ¢é utilizada por programas de eliminacdo de outras
filarioses na Regido Africana, como a filariose linfatica e a oncocercose (Grillet et al.,
2019; Crainey et al., 2017A; Basano et al. 2018). A recente descoberta e verificacao
molecular de M. perstans na Regido Norte da Amazonia brasileira, entretanto, chama
atencdo para a abordagem em questdo, visto que a VM é conhecida por ter pouco ou
nenhum efeito sobre este parasito em especifico além do tratamento administrado ser de
longa duracdo, em torno de 24-36 meses (Crainey et al., 2017A; Tang et al. 2018; Silva
etal., 2017).

Existem outras possibilidades de tratamentos que podem vir a ser utilizados em
combinacdo com a IVM, porém o método de tratamento mais eficaz conhecido para M.
perstans é baseado em um periodo de medicacdo de 4 semanas com o antibidtico
doxiciclina (DOX), um tratamento que funciona por se direcionar e eliminar a bactéria
endossimbionte Wolbachia presente em insetos e parasitos filarias (Medeiros et al., 2017,
Coulibaly et al., 2009). Em contraste com a IVM e a maioria dos outros tratamentos
conhecidos para estes tipos de infec¢cdes, onde apenas os estagios larvais dos parasitos

(microfilarias) morrem e as drogas precisam ser readministradas a cada seis meses até
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que o parasito adulto também venha ser eliminado; o tratamento com DOX mostrou
maiores resultados indicando matar parasitos adultos e, portanto, curar os pacientes
infectados com mais eficiéncia e rapidez (Tang et al, 2018; Crainey et al., 2017A,
Coulibaly et al., 2009).

Como demonstrou-se em estudos recentes que M. ozzardi da Amazonia brasileira
contém Wolbachia, hd um grande potencial para que o governo brasileiro possa tratar
populacgdes infectadas com o parasito através de drogas-alvo que afetem diretamente a
bactéria endossimbionte (como DOX, por exemplo) e que desta forma seja possivel tratar
0s pacientes e controlar a parasitemia (Silva et al., 2016; Oliveira et al., 2015). Ainda que
o tratamento com DOX em um periodo de 4 semanas sejam impraticiveis para programas
de controle em larga escala, existe atualmente uma gama de farmacos anti-Wolbachia em
desenvolvimento que podem vir a reduzir drasticamente o tempo de tratamento de 4
semanas para um ou dois dias. Tais terapias mostraram-se muito valiosas para futuros
programas de controle ou eliminacdo de parasitos do género Mansonella, conforme ja
utilizado para outros parasitos filariais (Johnston et al., 2017; Clare et al., 2015; Johnston
etal., 2014).

Esta técnica visando a deplecdo da Wolbachia endossimbionte tem sido de grande
aposta em termos de investimento, pesquisa e politica frente ao controle de parasitemias,
proporcionando uma gama de estudos no que diz respeito a testes que vao de farmacos ja
presentes na industria farmacéutica; a triagem, identificacdo e priorizacdo de mais de
10.000 compostos que possam vir a ser capazes de agir diretamente na eliminacdo de
Wolbachia, podendo consequentemente estabelecer o desenvolvimento de novos
medicamentos e de novas propostas de tratamento (Johnston et al., 2017; Johnstons et al.,
2014; Landmann et al., 2011). O uso desta metodologia se mostra vidvel pois a bactéria
tem sido encontrada no tecido hipodermal dos adultos de ambos os sexos, aparelho
reprodutivo das fémeas adultas e em menor quantidade em microfilarias em
desenvolvimento, persistindo ao longo de todos os estagios de vida dos parasitos, até a
transferéncia do mosquito ao hospedeiro humano, comprovando através de diversos
estudos que a bactéria possui grande influéncia no desenvolvimento tanto na fase que
ocorre nos insetos vetores quanto nos hospedeiros humanos (Saridaki & Bourtzis, 2010;
Casirahgi et al., 2005).

Antes que quaisquer desses farmacos terapéuticos anti-Wolbachia possam ser
utilizados em programas brasileiros de controle ou eliminacdo, é importante a priori
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esclarecer o papel da Wolbachia no desenvolvimento de M. ozzardi e M. perstans
(Crainey et al., 2017A,; Geringher et al, 2014). Além disso, existe uma grande diversidade
de supergrupos de Wolbachia que véo de A-J, onde os individuos do género Mansonella
sdo encontrados no supergrupo F, sendo este 0 Unico supergrupo que contempla
artropodes e parasitos filariais, sugerindo assim uma possivel transferéncia lateral da
bactéria entre estes individuos (Lefoulon et al, 2016). Os resultados de ensaios clinicos
realizados em individuos infectados com M. perstans na Africa foram semelhantes aos
obtidos a partir de estudos realizados com Onchocerca volvulus, Brugia malayi e
Wuchereria bancrofti, indicando que a Wolbachia é necessaria para a reproducdo e
sobrevivéncia dos adultos de M. perstans. Ainda ¢ bastante discutido se todos 0s parasitos
de M. perstans possuem Wolbachia, visto que alguns artigos apontam sua presenca
(Geringher et al, 2014) enquanto outros apontam sua auséncia (Grobush et al, 2003).
Existe ainda a possibilidade de existéncia de uma subespécie de M. perstans ou uma nova
espécie representante do género Mansonella, evidenciando o porqué de algumas
populagdes serem infectadas por Wolbachia enquanto outras ndo (Mourembou et al,
2015).

Neste trabalho foi avaliada a diversidade populacional de Wolbachia, bem como
sua prevaléncia de infeccdo em microfilarias dos parasitos M. ozzardi e M. perstans, para
gerar dados referentes a importancia da presenca da bactéria nos mesmos. Este € um passo
de grande importancia, visto que pode proporcionar possiveis caminhos para a introducéo
de estratégias terapéuticas anti-Wolbachia no combate a infeccBes causadas por
Mansonella spp. tendo como foco a Regido Amazénica, conforme ja vem sendo feito em

outras localidades para o parasito Onchocerca volvulus (Albers et al., 2012).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Mansonelose: Distribuicdo e Epidemiologia
A mansonelose € tida como infec¢do causada por parasitos pertencentes ao filo
Nematoda, ordem Spirurida, superfamilia Filarioidea, familia Onchocercidae, género
Mansonella spp., contemplando trés espécies como agentes etioldgicos capazes de
ocasionar doengas em humanos: Mansonella streptocerca, Mansonella perstans e
Mansonella ozzardi, conforme observado na Figura 1 (Tang et al, 2018; Silva et al.,
2017). As infeccOes causadas pelo género Mansonella possuem ampla distribuigédo

global, sendo Mansonella streptocerca endémica da Regido Africana, encontrada
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principalmente a Oeste e Centro da Africa; Mansonella ozzardi com ocorréncia no Novo
Mundo, atualmente considerado o parasito filarial humano mais comum desta localidade
responsavel pela mansonelose, com ocorréncia reportada do México a Argentina (Silva
et al 2017; Medeiros et al, 2016). Assim como M. streptocerca, acreditava-se que M.
perstans fosse endémica da Regido Africana, ocorrendo principalmente na Africa
Ocidental, por ter sido estimado que aproximadamente 115 milhdes de pessoas estejam
infectadas apenas com M. perstans nesta localidade. Porém a espécie teve sua recorréncia
confirmada por meio de biologia molecular na América Latina com uma distribuicéo
possivelmente restrita, até 0 momento, a comunidades ao norte do Estado do Amazonas
(Silva et al, 2016; Medeiros et al., 2016).

L JT L

Figura 1. Microfilarias de Mansonella ozzardi (a), Mansonella perstans (b) e Mansonella
streptocerca (c). Fonte: Medeiros et al, 2016.

Por conta da escassez de estudos e sobreposicdo de sintomas, torna-se dificil
estabelecer a sintomatologia clinica da doenca, visto que os sintomas mencionados por
pessoas infectadas ndo sdo universais, variando conforme o parasito que a causa e regiao
em que ocorre, como: dores articulares e nas extremidades do corpo, dores de cabeca,
febre e lesdes oculares (aproximadamente 1% dos casos); sintomas estes que de maneira
geral ndo diferem dos de outras doencas de forte ocorréncia na mesma regido, como por
exemplo mansonelose causada por Mansonella ozzardi e malaria. No Brasil ocorrem as
especies M. perstans e M. ozzardi, tendo a Ultima espécie sido enfoque de estudos
recentes visto sua endemia na regido mencionada, portanto, fazendo-se necessario o
preenchimento de lacunas na literatura a respeito da doenca principalmente no que diz
respeito a programas de controle de parasitemias propostos pelo governo brasileiro. O

fato da mansonelose ser apresentada como doenca silenciosa e “benigna” por conta de
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sua sintomatologia, principalmente quando causada M. ozzardi por ser considerada a mais
assintomaética, € uma das razbes que faz com que a doenga tenha pouca visibilidade e
investimento em termos de ciéncia e tecnologia (Tang et al, 2018; Medeiros et al, 2017,
Basano et. al, 2014;).

Em perspectiva geral de dados epidemioldgicos, Mansonella ozzardi possui uma
ampla distribuicdo na floresta tropical amazonica se estendendo as ilhas do Caribe, tendo
sido distribuida e transmitida pelos paises do Novo Mundo por simulideos e culicoides.
Além disso, a mansonelose causada por Mansonella ozzardi é influenciada por alguns
fatores de riscos demogréaficos, demonstrando relacao direta dos criadouros préximos aos
rios com género, ocupacao e idade dos moradores de regides endémicas. O estudo da
epidemiologia da mansonelose transmitida por M. ozzardi precisa ser aprofundada,
principalmente quando associada a fatores como periodicidade e resposta imunoldgica,
visto que para outros parasitos filariais sabe-se que as microfilarias circulantes no sangue
podem variar conforme o periodo de picada do vetor, e que as mesmas também possuem
relacdo direta com modulacdo da resposta imune do hospedeiro (Tang et al, 2018;
Medeiros et al, 2017; Medeiros et al, 2015).

Quanto aos niveis de prevaléncia deste parasito, estes variam conforme tempo de
estabelecimento de infeccdo e localidade. As prevaléncias observadas em alguns
municipios do Amazonas sao alarmantes, principalmente quando se leva em consideracao
os fatores demogréaficos mencionados. Proximo ao Rio Purus, foram observadas
prevaléncias de infec¢do por M. ozzardi através de PCR em Boca do Acre e Labrea, e por
microscopia em Pauini e Canutama, tendo como resultado respectivamente: 41,5%; 15%;
24,6% e 28,8%. Também foi observado que homens entre 58 — 67 anos possuem as
maiores prevaléncias de infec¢do. Proximo ao Rio Solimdes, a prevaléncia de infeccéo
na area rural e urbana de Coari, resultou em 18,4% e 10,2% no ano de 2010, e em novos
estudos realizados em 2018 esta prevaléncia de infeccéo foi verificada em 30% por PCR.
Em Codajas e Tefé, a prevaléncia foi de aproximadamente 45% por PCR e 25,7% por
GE; e 44,8% por PCR e 22,9% por GE respectivamente. Analisando os dois municipios
em conjunto, foi observado em termos de idade que a prevaléncia de infec¢do para
homens e mulheres foi maior em pessoas acima de 67 anos, 37% e 41%; E que
aproximadamente 21% da populacdo de mulheres aposentadas, 40% dos homens
aposentados e 38% dos homens que atuam como fazendeiros sdo positivos para infecgdo
por M. ozzardi (Abrahim et al, 2018; Medeiros et. al, 2015; Martins et al, 2010). Pouco
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se sabe sobre a incidéncia de infec¢do por M. ozzardi, estimando-se que os indices sdo

maiores para América do Sul do que para as llhas do Caribe (Medeiros et al, 2016).

2.2. Mansonelose: Ciclo de Transmisséo

O ciclo de transmissdo de Mansonella ozzardi (Figura 2) conta com seu
desenvolvimento a priori em 3 estagios larvais (de L1 a L3) em seus insetos vetores que
podem ser do género Simulium (Diptera: Simuliidae) ou Culicoides (Diptera:
Ceratopogonidae), variando conforme a regido de ocorréncia da doenca, visto que ambos
0S géneros suportam o desenvolvimento das larvas até o estdgio infectante L3. A
transmissdo ocorre por meio da picada de vetores hematofagos infectados com larvas em
estagio L3, depositando-as na corrente sanguinea ou pele, onde no hospedeiro humano as

mesmas vao se diferenciar em vermes adultos machos e fémeas.
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Figura 2. Ciclo de Transmissdo de Mansonella ozzardi

(fonte: Medeiros et al., 2017)

Esses vermes adultos se reproduzem, e as fémeas adultas produzem e liberam as
microfilarias no sangue, sendo este o0 estagio onde estas podem ser detectadas no em testes
diagnosticos. Quando um novo vetor encontra um hospedeiro humano infectado durante
0 repasto sanguineo, 0 mesmo ingere as microfilarias juntamente com o sangue dando

assim continuidade ao ciclo (Abrahim et al, 2018; Medeiros et al, 2016).
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Na Amazonia Brasileira, 0os vetores conhecidos pertencem ao género Simulium,
sendo as principais espécies responsaveis pela transmissdo do parasito ao hospedeiro
humano Simullium argentiscutum, Simullium amazonicum e Simulium oyapokense.
Ainda ndo se sabe a respeito da transmissdo de Mansonella ozzardi pelo género

Culicoides na Regiao Amazonica. (Grillet et al., 20109; Shelley and Céscaron, 2001).

2.3. Mansonelose: Diagndstico

O diagndstico de Mansonella ozzardi pode ser realizado por meio de microscopia
Optica e reacdo em cadeia da polimerase (PCR), ambos com enfoque nas microfilarias
encontradas no sangue circulante. O diagnéstico por microscopia de luz, tem enfoque na
morfologia espécie-especifica das microfilarias (MFs), com as quais se preparam laminas
devidamente coradas para identificacdo. Em termos morfol6gicos, pode-se observar que
este parasito ndo possui bainha bem como outras espécies de MFs de outros parasitos
filariais, e possuem regido da cauda anuclear e pontiaguda, diferindo de Mansonella
perstans, onde se observa cauda romba (arredondada) e com presenca de nucleos. Em
casos onde a microfilaremia é baixa, antes da preparacdo das laminas é necessario utilizar
métodos de concentracdo, como Knott e filtragem por membrana de policarbonato para
elevar a sensibilidade da técnica, tendo como ponto negativo a distorcdo de algumas
estruturas morfoldgicas, 0 que pode vir a comprometer a identificacdo correta do parasito
(Crainey et al., 2018B; Medeiros et al, 2015).

Outra forma de identificacdo e diagndstico tanto em amostras de sangue quanto
em vetores, € por meio de PCR, sendo esta a forma mais utilizada por ser baseada em
biologia molecular e apresentar altos niveis de sensibilidade e especificidade. O método
vem sendo utilizado cada vez com mais frequéncia com a intencdo de aumentar a
confiabilidade dos resultados obtidos por diagnosticos realizados por microscopia optica
de luz, propondo mostrar que os dados de incidéncia e prevaléncia reportados podem estar
sendo subestimados com relagdo aos verdadeiros niveis de infecgdo por Mansonella spp.
(Tang et al, 2010).

Ja existem diagnosticos baseados em ensaios imunoldgicos envolvendo antigeno
e anticorpo, como por exemplo ELISA (do inglés “Enzyme Linked ImmunonoSorbent
Assay ), para outros parasitos como Onchocerca volvulus e Dirofilaria immitis. Porém,
para esta metodologia ainda ndo foram encontrados antigenos e anticorpos especificos

que sejam efetivos na deteccao de infeccdo por Mansonella spp. Portanto, a mesma ainda
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precisa ser desenvolvida e padronizada no que diz respeito ao diagnostico para o género
Mansonella (Tang et. al, 2018).

2.4. Mansonelose: Tratamento

Em termos de tratamento ainda ndo se conhece uma cura ou abordagem profilatica
para infeccdo por Mansonella ozzardi. Contudo, na Amazénia Brasileira, Ilhas do Caribe
e Argentina jA sdo existentes programas de tratamento em massa para 0 género
Mansonella utilizando a ivermectina (IVM), droga comumente administrada no
tratamento de outras filarioses, com base em programas de tratamento ja realizados na
Africa para filariose linfatica e oncocercose. Esta droga é de tratamento continuo,
administrada via oral e em dose Unica (sendo esta anual ou semestral), se mostrando
altamente efetiva no que diz respeito a eliminacdo das MFs do sangue circulante,
afetando-as num periodo de 24 horas ap6s a ingestdo e permanecendo no organismo em
um periodo de aproximadamente 12 meses. Em estudos realizados com outros parasitos
como O. volvulus, a IVM mostrou agdo na eliminacéo das MFs e tornou as fémeas adultas
estéreis por um certo periodo de tempo (Basano et al., 2014, Albers et al., 2012). Para M.
ozzardi, 3-4 anos ap0Os tratamento com IVM, as MFs ainda sdo observadas em
aproximadamente 27% dos pacientes, sugerindo possivel reinfeccéo.

Logo, em termos de tratamento em massa, a IVM é a droga microfilaricida
comumente utilizada para a maioria dos parasitos filariais sendo considerada uma droga
forte, capaz de causar esterilidade temporaria e diminuicdo da carga parasitaria,
influenciando diretamente na transmissdo da doenca. Porém, alguns problemas sao
correlacionados ao seu uso, como o tratamento de longa duragdo (em termos de meses e
até anos) por conta da retomada da fertilidade dos parasitos, possiveis casos de resisténcia,
caso a droga ndo seja administrada de forma correta, e a relagdo com varios efeitos
adversos, como febre alta, calafrios, nduseas, vomitos constantes e alguns casos de
convulsdes durante o periodo em que 0 medicamento € administrado (Basano et al., 2014;
Medeiros et al., 2008).

A relacdo existente entre Wolbachia e diversos parasitos filariais, incluindo
Mansonella ozzardi, traz a oportunidade de possiveis novas abordagens terapéuticas, nas
quais a bactéria pode vir a ser um alvo promissor para novas estratégias de tratamento
com antibiéticos. Esta abordagem ja é aplicada para tratamento de oncocercose e filariose
linfatica, nas quais se observa diminui¢do da carga parasitéria e eliminacdo dos vermes

adultos, se mostrando uma abordagem curativa (Clare et al., 2015; Taylor et al., 2014).
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Esta seria uma alternativa viavel frente aos problemas mencionados quanto as drogas
microfilaricidas, como efeitos adversos e longo periodo de administracdo (Coulibaly et
al., 2009).

A droga mais utilizada para este tipo de abordagem é a doxiciclina (DOX), com a
qual se observou que em cachorros infectados com Dirofilaria imittis o tratamento
resultou na deplecdo da bactéria e reducdo da quantidade de vermes adultos em 80%
(Kramer and Genchi, 2014); para O. volvulus, em tratamento de pacientes com DOX
durante 6 semanas na Africa Central e posterior alimentacao de simulideos do sangue dos
mesmos, se observou diminuicdo da quantidade do DNA de Wolbachia e microfilarias
em 50 e 80% de amostras de bidpsias de pele humana e vetores, respectivamente (Albers
et al, 2012); para B. malayi, o tratamento com DOX resultou na eliminag¢do da Wolbachia
e a consequéncia disto foi a inibicdo do desenvolvimento larval, viabilidade, mobilidade
e fertilidade dos adultos (McGarry et al., 2014; Foster et al., 2005). Para filariose linfatica
causada por W. bancrofti, o tratamento com DOX mostrou apds 24 meses que a deplecao
da Wolbachia é responsavel pela morte dos parasitos adultos. O tratamento com DOX até
agora é tido como o mais seguro no ambito do uso de antibidticos, ja tendo sido testado
para Wolbachia, como alvo, em diversas infeccdes filariais (Aljayyoussi, 2017; Kramer
et al., 2008).

Alguns grupos de pesquisa, como o A-Wol-Consortium, tém sido referéncia e se
engajado na busca por drogas macrofilaricidas mais especificas para o tratamento anti-
Wolbachia, visto algumas restricdes relacionadas a doxiciclina (antibiético mais utilizado
neste tipo de abordagem), como a contraindicagédo para tratamento em gestantes, lactantes
e criangas menores de 8 anos. A busca tem sido realizada em meio a diversos compostos
para encontrar um ou grupo dne medicamentos em potencial, de boa qualidade e alta
eficécia, seguro e acima de tudo, com efeito macrofilaricida seletivo para a eliminacéo da
Wolbachia; contemplando estudos que partem da triagem de aproximadamente 2700
medicamentos registrados pelas indastrias farmacéuticas (Johnston et al., 2014;
Landmann et al., 2011), a estudos que partem do desenvolvimento de drogas baseadas em
testes de aproximadamente 10.000 compostos que podem se tornar medicamentos viaveis

para tratamentos anti-Wolbachia (Johnston et al., 2017; Taylor et al., 2014).

2.5. Wolbachia Endossimbionte
A Wolbachia é uma bactéria endossimbionte intracelular obrigatéria (Figura 3),

na maioria dos casos de vida mutualista com diversos parasitos pertencentes a familia
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Onchocercidae assim como infectando uma vasta gama de artropodes. Se encontra
presente na classe Alphaproteobacteria, ordem Rickettsiales, tendo sido intitulada a priori
como “Rickettsia-like bacteria” e posteriormente Wolbachia pipientis, por ter mostrado
relacdo préxima aos géneros Ehrlichia, Cowdria e Anaplasma, da mesma ordem; e tendo
sido reportada pela primeira vez em Culex pipiens, onde foi finalmente determinada como
0 género Wolbachia (Bowman, 2011; Sironi et al, 1995; Hertig and Wolbach, 1924).

Durante décadas de estudo, esta bactéria se mostrou capaz de infectar natural e
frequentemente patdgenos humanos como nematddeos filariais, mostrando que a mesma
promove influéncia a respeito do desenvolvimento, viabilidade, fecundidade e aumento
do tempo de vida de parasitos filariais, conforme observado em estudos com Onchocerca
volvulus e Brugia malayi (Albers et al., 2012; McGarry et al., 2004). Além disso, estudos
vem demonstrando a responsabilidade da Wolbachia no gatilho de respostas inflamatérias
no hospedeiro, ativando seu sistema imune e desencadeando respostas contra a infec¢ao
causada pelas filarias (Slatko et al., 2010; Grobusch et. al, 2003).

Figura 3. Microscopia eletrdnica de célula de Aedes albopictus infectada com Wolbachia,

indicadas pelas setas em vermelho. (fonte: plosbhiology/doi/10.1371 - Scott O’Neill))

Em termos de resposta imune, durante a infeccdo causada pelo parasito, a
Wolbachia ocasiona certas caracteristicas patoldgicas inflamatdrias, nas quais a propria
bactéria pode induzir respostas pré-inflamatorias especificas, ter influéncia em termos de
up-regulacéo de citocinas pro-inflamatodrias, recrutamento de neutrofilos e imunoglobinas
especificas, além de down-regulacdo a resposta imune do hospedeiro ocasionando
imunotolerancia, visto que nos casos em que 0s parasitos apresentam Wolbachia ocorre

maior sobrevivéncia dos vermes adultos e consequentemente reacdes inflamatdrias
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crénicas nos locais onde os parasitos adultos se alojam (Genchi et al., 2012; Taylor et al.,
2005). Esta bactéria endossimbionte foi identificada a priori por meio de microscopia
eletronica de parasitos adultos de Dirofilaria immitis, e posteriormente Onchocerca
ochengi, Onchocerca volvulus e Brugia malayi, respectivamente (Kramer and Genchi,
2014); posteriormente detectada por meio de técnicas moleculares como imunomarcacao
com uso de anticorpos em D. imittis e atualmente a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) tem sido utilizada cada vez com mais frequéncia para comprovar sua presenga em
diversos parasitos a priori detectada por outras técnicas que nao por diagnéstico molecular
(Albers et al. 2012, Tang et al., 2010).

Acredita-se que a infeccdo por Wolbachia ocorre por meio de transferéncia
vertical, tendo sido encontrada no tecido hipodermal dos adultos de ambos o0s sexos,
aparelho reprodutivo das fémeas adultas e em menor quantidade nas microfilarias em
desenvolvimento, nas quais se multiplica e persiste em todos 0s outros estagios de
desenvolvimento do parasito, e nas fases que ocorrem tanto no mosquito quanto no
préximo hospedeiro. Com base em estudos filogenéticos, ja sdo descritos supergrupos de
Wolbachia que vdo de A-J (tendo sido atualizado recentemente recebendo agora o
acréscimo de mais 4 supergrupos) que infectam os mais diversos organismos, de insetos

a nematodos filariais (Lefoulon et al., 2016; Casirahgi et al., 2005).

2.6. ldentificacdo e Diagnostico de Wolbachia

Inicialmente a deteccdo de Wolbachia era realizada por meio de microscopia
eletronica de transmisséo, tendo sido assim identificada pela primeira vez no inseto Culex
pipiens e no parasito Dirofilaria immitis (Sironi et al., 1995; Hertig and Wolbach, 1924),
também tendo sido detectada por esta técnica em Mansonella perstans, e tendo sido
verificada a presenca de Wolbachia em Loa loa utilizando quatro individuos adultos, dois
machos e duas fémeas, nos quais ndo foi possivel detectar a bactéria (Grobusch et. al,
2003). Esta técnica e relativamente mais complicada uma vez que necessita do parasito
completo para que seja feita a disseccao e observagdo em microscopia eletrénica ap6s sua
identificacdo em microscopia Optica. Além disso, sabe-se que os vermes adultos possuem
um maior nivel de infeccdo por Wolbachia, e alguns deles sdo de dificil acesso por conta
do local onde se alojam, como espécies do género Mansonella, onde os parasitos adultos

se encontram em cavidade peritoneal (Gehringer et al., 2014; Kramer and Genchi, 2014).
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Para Wolbachia, a forma mais comum e utilizada de identificacdo e diagnostico
ocorre por meio de PCR e sequenciamento, respectivamente, tendo assim sua
amplificacdo e identificacdo por meio de genes-alvo especificos e diagnostico por
identificacdo de supergrupos (Lefoulon et al., 2016; Slatko et al., 2010; Casirahgi et al.,
2005). Isto é possivel pelo fato de a bactéria ser restritamente intracelular e por ser
detectada em todos os estagios de desenvolvimento dos parasitos filariais. Os genes
utilizados com mais frequéncia para detecgdo de Wolbachia tem sido: FtsZ (do inglés
“filamenting temperature-sensitive mutant Z”), que codifica uma das proteinas
responsaveis pela divisdo celular; WSP (do inglés “Wolbachia surface protein”), que
codifica proteina de adesdo especifica desta bactéria; 16S rDNA, codifica uma das
subunidades que compde o ribossomo (rRNA), geralmente usado por conta de sua alta
conservacao em finalidades taxonémicas e filogenéticas; e GROEL, que codifica proteina
relacionada a estresse celular, caracterizada com proteinas de choque térmico (do inglés
heat-shock protein); Estes genes tem sido frequentemente utilizados para deteccéo e
identificacdo de Wolbachia em parasitos como M. perstans, O. volvulus, W. bancrofti e
B. malayi. (Albers et al, 2012; Coulibaly et al., 2009; McGarry et al., 2004).

2.7. Relacdo Wolbachia — Filérias: Prevaléncia

Sabe-se que a Wolbachia é estritamente relacionada a infec¢es naturais em uma
gama de insetos, como mosquitos (a vasta maioria de mosquitos do género Anopheles;
Culex pipiens e Aedes albopictus), bem como é relacionada a diversas espécies diferentes
de patdgenos filariais humanos, como B. malayi, W. bancrofti, O. volvulus, M. perstans
e M. ozzardi. A bactéria endossimbionte pode ser detectada em praticamente todos os
estagios de desenvolvimento dos mesmos, sendo bastante abundante na fase adulta e
principalmente nas fémeas, localizando-se na maioria dos casos em tecidos reprodutivos,
0 que sugere transmissdo vertical e também demonstra importancia quanto ao seu papel
no desenvolvimento, viabilidade e fertilidade das filarias. Acredita-se que quanto aos
insetos, a Wolbachia exerce o papel de parasita reprodutivo, onde os utiliza a afim de
potencializar sua propria propagacdo. Em parasitos filariais, supde-se que a relagdo entre
a Wolbachia e o seu hospedeiro seja de mutualismo obrigatdrio, visto que em diversos
estudos a mesma fora eliminada do hospedeiro através de tratamento com antibidticos,
influenciando em diversos fatores relacionados a reproducéo, desenvolvimento e tempo

de vida do parasito (Caragata e Moreira, 2017; Taylor et al., 2002)
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Frente ao fato de a Wolbachia causar infec¢do em diversas espécies de parasitos
filariais, ndo se sabe os valores exatos referentes a prevaléncia de infecgdo nesses
organismos. No que diz respeito a infeccdo em M. ozzardi, ndo se tem informacdes e
dados bem estabelecidos. Dentre poucos estudos voltados para prevaléncia de infecgédo
pela bactéria, com base em estudos filogenéticos foi possivel observar a prevaléncia de
infeccdo em um total de 45 espécies de parasitos diferentes (incluindo M. ozzardi), nos
quais se observou a presenca de Wolbachia em 71% das espécies (Lefoulon et al., 2016).
Devido aos poucos dados de prevaléncia de infeccdo voltados para M. ozzardi, outros
estudos trazem dados a respeito da prevaléncia de infeccdo por Wolbachia em outros
parasitos, como M. perstans, na qual a bactéria foi detectada em 50% dos parasitos (7/14)
em Gabon, na Africa, o que pode sugerir uma infeccdo recente, onde nem todos os
espécimes se encontram infectados (Geringher et al., 2014). Em prevaléncia de infec¢édo
por Wolbachia em parasitos que causam oncocercose e filariose linfatica, foi possivel
observar a presenca da bactéria em todos os individuos de todas as populacdes dos
parasitos analisados (Taylor et al, 2014). Enquanto isso, algumas espécies de parasitos
filariais ndo apresentaram infeccdo por Wolbachia em nenhum espécime estudado até a
atualidade, como a espécie Loa loa, sugerindo uma possivel perda da bactéria em

ancestral comum (Bowman, et. al, 2011).

2.8. Relacdo Wolbachia — Filérias: Diversidade
Um ponto-chave relacionado a infec¢do por Wolbachia é a diversidade de cepas e
supergrupos sendo responsaveis por causar esse tipo de infeccdo, podendo ter influéncia
na patogenicidade do parasito (Geringher et al., 2014). O género Wolbachia tem sido
submetido a analises filogenéticas correlacionando diversos genes e atualmente, 0 mesmo

é dividido em supergrupos, conforme observado na Figura 4.

A relacdo da Wolbachia com seu hospedeiro é um tanto complexa, visto que a
natureza dessa relacdo pode variar conforme supergrupo, cepa e tempo de infeccdo.
(Caragata e Moreira, 2017). As analises filogenéticas demonstram pelo menos sete
grandes clados ou supergrupos bem estabelecidos, sendo os supergrupos A, B, E e H
encontrados apenas em hospedeiros artropodes; os supergrupos C e D encontrados
exclusivamente em parasitos filariais; e o supergrupo F contemplando representantes
tanto artrépodes quanto parasitos, incluindo o género Mansonella (Lefoulon et al., 2016).
O supergrupo F se mostra bastante interessante por poder auxiliar na compreenséo da

origem dessa relacéo entre Wolbachia-hospedeiro, justamente por ser 0 Gnico supergrupo
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descrito que infecta tanto artropodes quanto parasitos filarias (Taylor et al., 2014;
Casiraghi et al., 2005).
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Figura 4. Arvore filogenética baseada na concatenacéo de sete genes, evidenciado os supergrupos de
Wolbachia descritos até a presente data. Em destaque o supergrupo F, contemplando artrépodes e parasitos
filariais (Fonte: Lefoulon et al., 2016)

Além dos supergrupos, as bactérias Wolbachia encontradas em parasitos filarias
possuem genomas compactos e com poucos elementos moveis, porém se mantem
divergentes genética e biologicamente. Por conta dessas variacdes baseado no que se
observa para vetores (tornando viadvel a possibilidade de que 0 mesmo possa ocorrer em
parasitos filariais), casos de diversidade populacional onde se verificaram diferencas
entre bactérias Wolbachia, logo diferentes cepas infectando uma mesma espécie, sendo
estas reconhecidas e descritas frente ao organismo em que sdo encontradas e sua
influéncia na biologia do mesmo, como as cepas: wMel, de Drosophila melanogaster;
wPip, de Culex pipiens; wPel, de Culex quinquefasciatus; wRi e wHa, ambas de
Drosophila simulans (Lefoulon et al.,, 2016; Saridaki and Bourtzis, 2010). Esta
diversidade de maneira geral, pode ser um ponto positivo por ocasionar diferentes efeitos
na biologia e fisiologia do hospedeiro, como também pode ser um ponto negativo, ja que
algumas cepas podem vir a ser exploradas como alvo de tratamento com antibidticos,
fazendo com que o tratamento ndo seja totalmente eficaz caso haja diversidade
populacional da bactéria frente ao organismo que a mesma infecta (Taylor et al., 2014;
Casiraghi et al., 2001).

Na relacdo Wolbachia-filarias, supde-se uma relagdo de mutualismo obrigatdrio,
ja que estudos filogenéticos demonstram uma relagéo de coevolugéo estavel entre esses
organismos, além da observacdo de que nas populacBes de parasitos onde a bactéria é
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encontrada (em excecdo a M. perstans), todos 0s especimes possuem infeccdo por
Wolbachia (Coulibaly et al., 2009; Taylor et al., 2005). Para M. perstans, foi observado
que em populacdes diferentes do parasito em diversas localidades da Regido Africana,
existem espécimes infectados e ndo infectados com Wolbachia, diferente do que ocorre
com outros parasitos da familia Onchocercidae onde todos os individuos de uma
populacdo possuem infeccdo; o que sugere que pode haver transferéncia horizontal entre
os individuos presentes no supergrupo F que contempla artrépodes e parasitos, bem como
que esta transferéncia possa ser recente, e por isso, M. perstans ainda nao € totalmente

dependente da bactéria endossimbionte (Lefoulon et al, 2016; Keiser et al, 2008).

O status de infecgdo por Wolbachia frente ao género Mansonella, principalmente
no que diz respeito ao que ja é descrito para M. perstans, requer maiores estudos, pois o
tipo de relacdo entre Wolbachia-filarias é o que propde suporte as propostas de programas
de controle de parasitemias humanas voltados para tratamentos anti-Wolbachia. Para isso,
deve-se estabelecer a diversidade e a prevaléncia total de infeccdo por Wolbachia nas
populacdes estudadas na Regido Amazonica, bem como se ha diversidade populacional
entre as bactérias que infectam M. ozzardi nessa regido para que o tratamento anti-
Wolbachia possa funcionar e vir a ser aplicado para mansonelose de forma geral, causada
pelos trés agentes etioldgicos conhecidos.

3. JUSTIFICATIVA

Embora a gravidade da mansonelose ainda ndo esteja bem caracterizada, a ampla
prevaléncia da doenca e sua importancia para a saude publica na Amazénia brasileira
estdo se tornando cada vez mais aparentes. Estudos recentes na regido do Rio Solimdes,
Amazonia brasileira, onde a doenca é causada exclusivamente pelo parasito M. ozzardi,
mostraram que a ivermectina (VM) é um tratamento altamente eficaz quando se trata da
eliminacdo de microfilarias, bloqueando assim a transmissdo do parasito causador da
doenca. No entanto, a IVM ¢ ineficaz contra infec¢des por M. perstans e bem como néo
possui efeito curativo, ja que ndo elimina os adultos de M. ozzardi; ndo sendo uma opcao
de tratamento nas regides do norte do Rio Negro, como S&o Gabriel da Cachoeira, onde
se sabe que M. perstans e M. ozzardi ocorrem em simpatria. Outras infecgdes por
parasitos filariais foram efetivamente curadas com tratamentos direcionados a
bactéria Wolbachia, os quais sdo necessarios para a reproducdo, desenvolvimento e
sobrevivéncia destes parasitos. Este endossimbionte ja foi detectado tanto em M.

ozzardi quanto M. perstans em outras localidades e, portanto, a ideia de que todas as
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infeccdes por mansonelose em S&o Gabriel da Cachoeira poderiam ser tratadas com um
unico tratamento anti-Wolbachia é atraente. Entretanto, a dependéncia entre os parasitos
do género Mansonella e a bactéria Wolbachia ainda ndo é bem entendida. Ao contrario
de todos os outros parasitas filariais humanos que estdo infectados com Wolbachia, as
quais tém sido efetivamente alvos terapéuticos anti-filariais, as cepas de Wolbachia que
infectam Mansonella spp. pertencem a um clado (supergrupo F) que nem sempre sao
necessarios para a sobrevivéncia de seus hospedeiros. Portanto, pode haver a
possibilidade de que Wolbachia de Mansonella spp. ndo seja necessaria para a
sobrevivéncia dos parasitos, e assim, nao ser efetivamente um bom alvo terapéutico. Um
forte indicativo de que estratégias anti-Wolbachia seriam alvos ineficazes para
abordagens terapéuticas seria a existéncia de infeccdes parasitarias por Mansonella spp.
livres de Wolbachia. Em contraste, a prevaléncia total de infeccdo por Wolbachia
indicaria que as mesmas poderiam ser bons alvos terapéuticos. Como uma investigacao
preliminar sobre a viabilidade do uso do tratamento anti-Wolbachia na Amazonia
brasileira, desenvolvemos uma série de novas ferramentas baseadas em PCR para a
deteccdo e caracterizacdo do parasito do género Mansonella e da Wolbachia que o infecta.
Essas ferramentas foram utilizadas para avaliar a prevaléncia de infeccdo e diversidade
genética populacional de Wolbachia nas 48 amostras de sangue positivas para
Mansonella spp., identificadas em um estudo epidemioldgico anterior a respeito da

mansonelose em Sao Gabriel para Cachoeira (Amazonas).

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral
Avaliar a prevaléncia de infeccdo e a diversidade genética populacional de
Wolbachia em Mansonella spp. provenientes do municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira,

Estado do Amazonas, Brasil.

4.2. Objetivos Especificos
s Otimizar e verificar dez ensaios de PCR para deteccdo e caracterizacdo de
parasitos de Mansonella spp.;
++ Desenvolver e verificar um conjunto de 21 ensaios de PCR para utilizagdo em
anélises MLST especificas para deteccdo e andlise de diversidade de Wolbachia

de Mansonella spp.;
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¢+ Testar um conjunto de trés ensaios de PCR para avaliar a sensibilidade de detec¢éo
para elementos transponiveis (ETs) e sete ensaios de PCR para fagos de
Wolbachia (WO) como potenciais ferramentas para andlise de diversidade
geneética;

¢+ Aplicar os novos ensaios obtidos para avaliacdo da prevaléncia de infeccéo por
Wolbachia em amostras provenientes de S&o Gabriel da Cachoeira;

% Aplicar os novos ensaios obtidos para avaliagdo da diversidade genética
populacional de Wolbachia em amostras provenientes de Sdo Gabriel da

Cachoeira;

5. METODOLOGIA

5.1. Area de Estudo e Aspectos Eticos e Legais da Pesquisa
O estudo em questdo foi realizado no municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira
(0°07°48.0’N 67°05°20.0’W), no Estado do Amazonas. As amostras de sangue
utilizadas neste projeto foram provenientes de um estudo anterior intitulado
Mansonelose em area urbana de S&o Gabriel da Cachoeira, o qual recebeu aprovacao
do comité de Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (CAAE -
41678515.1.0000.5248.
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MEDIO RIO RIO'TEA
NEGRO |
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Figura 5. Imagem via satélite do municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira. Fonte: Imagens Via

Satélite GoogleMaps (https://google.com.br/maps/place/)
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5.2. Preparacdo de DNA-estoque Positivo para Mansonella spp. Utilizado em
Experimentos de Otimizacéo de PCR

No estudo epidemioldgico realizado anteriormente, 48 residentes de Sdo Gabriel

da Cachoeira que foram positivos para Mansonella spp., tiveram 200ul de sangue venoso
utilizados para extragdo de DNA por meio do kit QIAGEN “DNeasy Blood & Tissue”,
conforme orientagdes do fabricante. Inicialmente, 20ul de cada amostra de DNA, positiva
para Mansonella spp., foi utilizada para criar um pool de 960p1. Como o objetivo primario
deste estudo tinha por intencdo detectar Wolbachia em amostras clinicas positivas para
Mansonella spp., diferentes concentrac6es do DNA-estoque foram utilizadas. Estes testes
foram realizados com a intencgdo de avaliar a sensibilidade de detectacdo de Wolbachia
para realizacdo de diagndstico utilizando o gene de cdpia Unica (do inglés single copy)
FtsZ, o qual é encontrado em todos os genomas de Wolbachia conhecidos atualmente.
Com base neste experimento-piloto, o volume de 2ul de DNA foi. definido como sendo

0 volume minimo necessario para deteccdao de Wolbachia.

M-05-10-20-50-C-

~470pb ——»

Figura 6. Teste de diluicbes de DNA-estoque (respectivamente: Marcador molecular 100pb;
0,5ul; 1pl; 2pl; 5pl; C-) para deteccdo de Wolbachia pelo alvo FTSZ.
5.3. Otimizacéo de PCR para Deteccdo de Parasito do Género Mansonella
Um conjunto de 12 sequéncias de DNA foram selecionadas como alvo para
deteccdo de Mansonella spp. A lista completa de sequéncias-alvo e primers utilizados
seguem descritos na tabela 1. Nove destes alvos foram classificados como alvos de alta
sensibilidade, por serem sequéncias-alvo ribossomais ou mitocondriais, geralmente

ocorrendo em abundéncia apés a extracdo de DNA bem-sucedida por serem genes que
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naturalmente possuem mais copias no genoma. Frente a isto, devem ser facilmente
detectaveis mesmo quando a quantidade de DNA extraido de parasitos for baixa. Trés
alvos de baixa sensibilidade, referentes a DNA-alvo “single copy” também foram
utilizados, visto que resultados negativos para PCR destes alvos, quando comparados aos
resultados obtidos com os alvos de alta sensibilidade podem ser utilizados para identificar
amostras de sangue que possuem uma baixa parasitemia, e consequentemente, uma
pequena quantidade de DNA de parasitos. Tal informacdo tem grande relevancia ao longo
deste estudo, visto que ajudaria a identificar potenciais falso-negativos para PCR de
Wolbachia.

Dos 12 alvos utilizados para detecgdo e amplificacdo de parasitos filariais, cinco
ndo amplificaram. Os sete alvos restantes foram sequenciados pelo método Sanger na
Plataforma Genbémica da Fundacdo Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz), confirmando a
confiabilidade de uso destes alvos para identificar e comprovar a presenca de DNA de M.
ozzardi e M. perstans em amostras de sangue. Além disso, outros seis primers adicionais
desenhados para amplificar trés regibes variaveis do mitogenoma filarial foram
selecionados (Yilmaz et. al 2016). Estes primers foram desenhados para uso em Nested-
PCR (quatro primers para cada regido alvo) e para amplificar preferencialmente
sequéncias de Mansonela spp., os desenhos foram realizados através do software “Primer
3”, com base no alinhamento do mitogenoma completo de 21 parasitos filariais e por meio
do programa ClustalX (Crainey et al 2018A).

As regibes variaveis (VR) de DNA mitocondrial foram apontadas como
ferramenta em potencial para validagéo da existéncia de parasitos negativos para infeccéo
por Wolbachia. Isso é possivel pois a mitocondria e a Wolbachia sdo adquiridas por
heranca materna, tornando possivel correlacionar um haplétipo mitocondrial particular
de Mansonella spp. com resultados negativos para PCR de Wolbachia, evidenciando forte

a existéncia de um parasito verdadeiramente livre de infec¢do causada pela bactéria.
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Tabela 1: Primers e Protocolos de PCR testados para deteccdo e analise de diversidade do parasito Mansonella spp.

DNA Alvo Primers Tamanho de Fragmento Esperado Tamanho de Fragmento Observado Protocolo de PCR Sequéncias de Referéncia

Copia Unica RNApolyLSp_dF™" ACTGCAAAYACWGCWATTTA Ciclo Unico: ~640pb SB PCR Convencional Menor Fragmento:M. ozzardi (Genbank: KP760294)
RNA polimerase subunidade maior II: rpbl RNApolyLSp_dR1“": ACRTGATTCATTTCRCGTTC RNApolyLSp_dF*' + RNApolyLSp_dR1“+ protocolo LEF001
Copia Unica FHsp70_drF3™": TCRGATTTCTTYTCTGGYA 1° Ciclo: ~790 pb 610ph Hemi Nested PCR Menor Fragmento: M. ozzardi (Genbank: KP760441)
Proteina de choque térmico 70-kilodaltons: hsp70 FHsp70_dF1“": CAGCTATYCTYTCTGGTGAT 2° Ciclo: ~610 pb 1° Ciclo: FHsp70_dF3“' + FHsp70_dR1“' + protocolo LEF002

FHsp70_dR1“": GTYTGYTTCATATTGAAYGC 2° Ciclo: FHsp70_dF1"*" + FHsp70_dR1“' + protocolo LEF003
Copia Unica fil_myoHCp_F1™": GCATCARGAAGAAATTAATCG 1° Ciclo: ~1060 pb 750ph Nested PCR Menor Fragmento: M. ozzardi (Genbank: KP760243)
Proteina miosina de cadeia pesada: myoHC fil_myoHCp_R1"“": GCTTCAATTTCYTCCTCCAT 2° Ciclo: ~ 785ph 1° Ciclo: fil_myoHCp_F1"*'+ fil_myoHCp_F1“'+ protocolo LEF004

fil_myoHCpN_F2"*": GAYGATCTTGAGGACAAYYT 2° Ciclo: fil_myoHCpN_F2“*'+ fil_myoHCpN_R2"“*"+ protocolo LEF005

fil_myoHCpN_R2“": TCTTCAATYTGTTTBCCRAG
Ribossomal F18ScF1™: ACCGCCCTAGTTCTGACCGTAAA Ciclo Unico: ~740pb SB PCR Convencional Menor Fragmento: M. ozzardi (Genbank: KP760147)
Subunidade de RNA ribossonal 18S: 185 rDNA F18ScR1“": GGTTCAAGCCACTGCGATTAAAGC F18ScF1“" + F18ScR1™": + protocolo LEF006
Ribossomal: F28SF1™: CCTCAACTCAGTCGTGATTACC 1° Ciclo: ~790pb SB Hemi Nested PCR Menor Fragmento: M. ozzardi (Genbank KP760390)
Subunidade de RNA ribossonal 28S: 285 rDNA F28SintdR1“*": TCTTYACTTTCATTAYGCTT 2° Ciclo: ~610pb F28SF1“" + F28SR2"" + protocolo LEF007

F28SR2“": CTCTGGCTTCATCCTGCTCA F28SF1-' + F28SR1“*' + protocolo LEF008
Ribossomal 5SFM¥: GTTAAGCAACGTTGGGCCTGG Ciclo tnico: ~380 pb SB PCR Convencional Menor Fragmento: M. ozzardi (Genbank: JF412305-
Espagador de gene ribossomal 5S: 5 5SR™": TTGACAGATCGGACGAGATG 5SF M + 5SR M + protocolo MAR001 JF412316)
Ribossomal IM-F-0021 "™:GTGCTGTAACCATTACCGAAAGG Menor Fragmento: M. ozzardi (Genbank: LT623912)

Espacador Interno de Sequéncia Transcrita 1: ITS1

JM-U-0022 ™" :CGCAGCTAGCTGCGTTCTTCATCG
ITS1-F™: GGTGAACCTGCGGAAGGATC
ITS-FBIS™: GGTGAACCTGCRGMWGGATCA
JM-F-0022-R ™ TGCTTATTAAGTCTACTTAA

1° Ciclo: ~710pb
2° Ciclo: ~305/312pb

305pb (M. ozzardi)
312pb (M. perstans)

Hemi Nested PCR
1° Ciclo: JM-F-0021 ™+ JM-U-0022 ™ + protocolo TAN0OO1
2°Ciclo: ITS1-F ™ + ITS-FBIS ™ + JM-F-0022-R ™" + protocolo TANOO2

M. perstans (Genbank: LT623911)

Mitocondrial: FColextdF1™"TATAATTCTGTTYTDACTA 1° Ciclo: ~970 pb 650pb Nested PCR Menor Fragmento: M. ozzardi (Genbank: KX8222021)
Citocromo oxidase I: CO1 FColextdR1“": ATGAAAATGAGCYACWACATAA 2° Ciclo: ~650 pb 1° Ciclo: FColextdF1“'+ FColextdR1"“"+ protocolo LEF009 M. perstans (Genbank: KU215907)
COlintF-™: TGATTGGTGGTTTTGGTAA 2° Ciclo: COlintF“™2"+ COlintR“™? + protocolo LEF010
COlintR“™™: ATAAGTACGAGTATCAATATC
Mitocondrial: 12SdegF2™". ATTACYTATTYTTAGTTTA 1° Ciclo: ~600 pb 450pb Nested PCR Menor Fragmento: M. ozzardi (Genbank: LT623914)
Subunidade de RNA ribossomal 12S: 125 12SnemR2"": CTACCATACTACAACTTACGC 2° Ciclo: ~450 pb 1° Ciclo: 12SdegF2"" + 12SnemR2"*" + protocolo LEF011 M. perstans (Genbank: LT623913)
12SF“™: GTTCCAGAATAATCGGCTA 2° Ciclo: 12SF™ + 125degR“™* + protocolo LEF012
12SdegR"“"™?: ATTGACGGATGRTTTGTACC
Mitocondrial: VR1_F1: CATTTTGCTGGTHTVCARGG 1° Ciclo: ~1200pb 750pb Nested PCR Menor Fragmento: D. repens (Genbank: KX260547)
Regido Variavel Mitocondrial 1: mtVR1 VR1_R1: ACGMACAARKCAACCCAA 2° Ciclo: ~750ph 1° Ciclo: VR1_F1 + VR1_R1 + protocolo LOR001 Wauchereria bancrofit (Genbank: JN367461)
VRL_int_F2: AACCGGBCATAGWCCYGCT 2° Ciclo: VR1_int_F2 + VR1_int_R2 + protocolo LOR002
VR1 int R2: TTCTAGCTGAGCCGTAATCAGA
Mitocondrial: VR2_F1: TAGCCGATTATTCTGGGAC 1° Ciclo: ~ 1200pb SB Nested PCR Menor Fragmento: D. repens (Genbank: KX260547)
Regido Varigvel Mitocondrial 2: mtVR2 VR2_R1: ATTGGGACTGGTCTTCATGG 2° Ciclo: ~600pb 1° Ciclo: VR2_F1 + VR2_R1 + protocolo LOR003 Wuchereria bancrofit (Genbank: JN367461)
VR2_int_F2: TGTRTGRGGKTCTTARKAKT 2° Ciclo: VR2_int_F2 + VR2_int_R2 + protocolo LOR004
VR2_int_R2: TTAACCCYAAGAATATGAATCTT
Mitocondrial: VR3_F1: GCTTATCCTCGTTTTGGTTTTG 1° Ciclo: ~1000pb 570pb Nested PCR Menor Fragmento: D. repens (Genbank: KX260547)

Regido Variavel Mitocondrial 3: mtVR3

VR3_R1: CMACYATMCGWCTRTCACTACGC
VR3_int_F2: AMAAACCAATGTCCCATCAAA
VR3_int_ R2: TGGARR WKTKRCTTTT

2° Ciclo: ~570ph

1° Ciclo: VR3_F1 + VR3_R1 + protocolo LOR005
2° Ciclo: VR3_int_F2 + VR3_int_R2 + protocolo LOR006

Wuchereria bancrofit (Genbank: JN367461)

SB = Sem observacdo de banda em gel de agarose;
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5.4. Técnicas de Otimizacdo e Validacéo Inicial de PCR

Ap0s ter sido determinado que 2ul da extracdo de DNA total séo suficientes para
deteccdo de Wolbachia, o referido volume foi utilizado para os testes de deteccdo de
Mansonella ozzardi e M. perstans. Todas as PCRs para deteccdo de parasitos foram
realizadas para um volume de reacéo de 50 pl, utilizando o kit GoTag® DNA Polymerase
(Promega, EUA), segundo as instrucdes do fabricante: 10l de Tampdo para PCR [5X];
0,2pl de cada um dos primers em concentra¢do de 100uM; 4pl de MgCl> em concentragéo
de 25mM; 1ul de DNTPs em concentragcdo de 10mM; 0,1ul de GoTaqg Polimerase em
concentracdo de 5U/uL; 2ul de DNA do parasito e 33,5ul de agua destilada estéril. Todos
o0s primers previamente publicados foram testados juntamente aos protocolos de PCR de
suas respectivas publicagdes. Os primers que ndo apresentaram bom desempenho ou
nenhuma amplificacdo nas condigdes de ciclagem publicadas, foram otimizados seguindo

0 esquema basico de ciclagem conforme descrito no Anexo 1.

As PCRs que apresentaram banda Unica e tamanho de fragmento conforme
esperado foram purificadas através do kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega — EUA), conforme instrucdes do fabricante e sequenciadas conforme descrito
anteriormente. As sequéncias obtidas foram alinhadas e editadas através do programa
BioEdit (versdo 7.2.1).; e a validacdo de sequéncias-consenso foi realizada por meio de
confronto com bancos de dados Genbank através da ferramenta BLASTn, onde as
sequéncias consideradas positivas obtiveram identidade >98% quando comparadas com
sequéncias de referéncia. Em caso de auséncia de sequéncias de referéncia, a validacédo
foi realizada através de andlises filogenéticas, executadas no programa MEGA versao
10.0.4 (Kumar et al., 2017).

5.5. Otimizacdo de Protocolos de PCR para Alvos Baseados em MLST para Detec¢éo e
Anélise de Diversidade de Wolbachia

Inicialmente, um conjunto de quatro primers e seus respectivos protocolos ja
publicados foram testados para amplificacdo de alvos de Wolbachia de M. ozzardi e/ou
M. perstans. para analise de sequéncias multilocus, sendo estes 16S, FtsZ, GroEL e Glta.
Por conta das dificuldades iniciais para amplificacdo destes alvos seguindo os parametros
metodoldgicos publicados anteriormente, um conjunto de 44 pares de primers foi
desenhado para amplificar esses quatro alvos, bem como outros 18 alvos para sequéncias

génicas de Wolbachia com protocolos desenvolvidos para nested-PCR.
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Os primers utilizados para esta etapa foram desenhados utilizando o software
Primer 3 e alinhamentos com sequéncias de Wolbachia pertencentes ao ao supergrupo F
foram realizadas através do programa ClustalX. As sequéncias usadas para este
alinhamento foram as mesmas utilizadas na publicacdo de Bordenstein et al. (2011) e
correspondem a sequéncias recuperadas do genoma de Wolbachia de Cimex lectularius,
0 qual é o unico representante do supergrupo F que possui seu genoma completo
disponivel em banco de dados (Nikoh et al. 2015). A lista de primers e protocolos de

alvos que amplificaram para essas sequiéncias estdo descritas na tabela 2.
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Tabela 2: Primers e Protocolos de PCR MLST testados para deteccédo e analise de diversidade de Wolbachia

DNA Alvo

Primers

Tamanho de Fragmento Esperado

Tamanho de Fragmento Observado

Protocolo de PCR

Sequéncias de Referéncia

Copia Unica Ftsz_UNI_F1-: GGAGCATATAAAAGATAGTCAT 1° Ciclo: ~700pb 430ph Nested PCR Menor Fragmento: Mansonella ozzardi (Genbank:
Proteina de membrana para diviséo celular bacteriana Z: FtsZ FtsZ_UNI_R1¢*: ATCRATRCCAGTTGCAAG 2° Ciclo: ~430pb 1° Ciclo: Ftsz_UNI_F1' + FtsZ_UNI_R1%* + Protocolo KU255359)

FtsZ_int_F2'o: CTTTTCATCACGGCAGGAAT LORO007

FtsZ_int_R2": ATCTTCTCCCTCCGCTTCTC 2° Ciclo: FtsZ_int_F2“o + FtsZ_int_R2 " + Protocolo

LOR008

Copia Unica Gro_F1%%: GGTGAGCAGTTGCAAGAAGC 1° Ciclo: ~870pb 500ph Nested PCR Menor Fragmento: Mansonella ozzardi (Genbank:
Chaperonina GroEL (Familia HSP60): GroEL Gro_Rev1 ¢ AGATCTTCCATCTTGATTCC 2° Ciclo: ~500ph 1° Ciclo: Gro_F1°% + Gro_Rev1 “* + Protocolo LOR009 KU255214)

Groel_F2: GCCGGAAATGATCGTGTTAG 2° Ciclo: Groel_F2 + Groel_R2 + Protocolo LOR010

Groel_R2: TTAGACCACCACGCAGTTTG
Copia Unica Glta_F1%: TACGATCCAGGGTTTGTTTCTAC 1° Ciclo: ~880pb 355ph Nested PCR Menor Fragmento: Mansonella ozzardi (Genbank:
Citrato Sintase: GItA Glta_wR2%: CATTTCATACCACTGGGCAA 2° Ciclo: ~355ph 1° Ciclo: Glta_F1% + Glta_wR2% + Protocolo LOR011 AJ628413.1)

Glta_F2: AAAAACTGCGCACCCTATGT 2° Ciclo: Glta_F2 + Glta_int_R2 + Protocolo LOR012

Glta_int_R2: GGCTGATCCTACCAACCTGA

Copia Unica 16S_F ©: GAAGATAATGACGGTACTCAC 1° Ciclo: ~1300pb 630pb Nested PCR Menor Fragmento:

Subunidade de RNA ribossomal 16S: 16S rDNA 16S_wolbR3 ¢ 2° Ciclo: ~630pb 1° Ciclo: 16S_F©* + 16S_wolbR3 ®* + Protocolo LOR013 Mansonella ozzardi (Genbank: AJ279034)
GTCACTGATCCCACTTTAAATAAC 2° Ciclo: 16S_F2 + 16S_R2 + Protocolo LOR014 Mansonella perstans (Genbank: KJ631374)
16S_F2: CAGCCACACTGGAACTGAGA
16S_R2: TGCATCGAATTGAACCACAT

Copia Unica aspC_F1: AAGCCATCACCTACGATTGC 1° Ciclo: ~700pb 480pb Nested PCR Menor Fragmento: Cimex Lectularius [Genbank:

Aspartato Aminotransferase C: aspC aspC_R1: A(C/T)TCTCCAGCCTGTCAT(T/C)GC 2° Ciclo: ~480ph 1° Ciclo: aspC_F1 + aspC_R1 + Protocolo LOR015 AP013028.1 — (631037-632214)]
aspC_F2: GCGTTTTAGCTGCAGGAGAG 2° Ciclo: aspC_F2 + aspC_R2 + Protocolo LOR016
aspC_R2: CGTG(A/G)GGATATTC(C/A)AGCAAT

Copia Unica aspS_F1: CCGGAGAAATCGAGGTGATA 1° Ciclo: ~920pb 250pb Nested PCR Menor Fragmento: Cimex Lectularius [Genbank:

Aspartato Aminotransferase S: aspS aspC_R1: 2° Ciclo: ~250pb 1° Ciclo: aspS_F1 + aspS_R1 + Protocolo LOR017 AP013028.1 — (721150-722952)]
ATC(C/T)CC(G/A)GGCTCT(G/A)T(A/G)TTCG 2° Ciclo: aspS_F2 + aspS_R2 + Protocolo LOR018
aspC_F2: AAAGTGTTCGCCAAATTTTCTC
aspC_R2: GAAGCT(G/T)CGTGGTTCCTCT(G/T)

Copia Unica atpD_F1: TCCCCATTTCAGCTATTTGC 1° Ciclo: ~730pb 400pb Nested PCR Menor Fragmento: Cimex Lectularius [Genbank:

ATP Sintase subunidade D: atpD atpD_R1: TGAGTGTGGT(T/C)CGCTGAAAG 2° Ciclo: ~400pb 1° Ciclo: atpD_F1+ atpD_R1 + Protocolo LOR019 AP013028.1 — (594112-595578)]
atpD_F2: GTTGCAGGAGCTGGATCAGT 2° Ciclo: atpD_F2 + atpD_R2 + Protocolo LOR020
atp_R2: AGA(A/G)AG(G/A)ACGCGTGAAGGTA

Copia Unica coXA_F1: GCCCCATTTGAAGAGGTGTA 1° Ciclo: ~850pb 650ph Nested PCR Menor Fragmento: Cimex Lectularius [Genbank:

Citocromo Oxidase A: coxA coxA_R1: TCGCTTTACCGGT(G/A)CT(T/C)GCT 2° Ciclo: ~650ph 1° Ciclo: coxA_F1 + coxA_R1 + Protocolo LOR021 AP013028.1 — (461216-462766)]
coxA_F2: GTCGGGTATACGCCTT(A/G)GCA 2° Ciclo: coxA_F2 + coxA_R2 + Protocolo LOR022
coxA_R2: TTGGTCA(CI/T)CC(G/A)GAAGTTTAC

Copia Unica dnaA_F1: TCCAATACCAGG(A/C)AGCAACC 1° Ciclo: ~730pb 375pb Nested PCR Menor Fragmento: Cimex Lectularius [Genbank:

ATPase iniciadora da replicagéo: dnaA dnaA_R1: CTTACAAGACC(A/G)CGAAGCCT 2° Ciclo: ~375ph 1° Ciclo: dnaA_F1 + dnaA_R1 + Protocolo LOR023 AP013028.1 — (153-1535)]
dnaA_F2: TCTCCTAG(C/t)GATCTTGATGGA 2° Ciclo: dnaA_F2 _ dnaA_R2 + Protocolo LOR024
dnaA_R2: TCTCCTAG(C/T)GATCTTGATGGA

Copia Unica fabK_F1: TTGGC(A/G)TAATTGCATGT(T/G)GT 1° Ciclo: ~780pb 420pb Nested PCR Menor Fragmento: Cimex Lectularius [Genbank:

Trans-2-enoil-ACP redutase fabK: fabK fabK_R1: CTTTGGCCTGCCATTAAAGA 2° Ciclo: ~420ph 1° Ciclo: fabK_F1 + fabK_R1 + Protocolo LOR025 AP013028.1 — (419062-420108)]
fabK_F2: GG(T/C)GG(A/G)(T/C)TACCGACAAAACC 2° Ciclo: fabK_F1 + fabK_R2 + Protocolo LOR026
fabK_R2: TGGAATTACAGGAAAATCAG(C/IA)A

Copia Unica hcpA_F1: TCTCAAAAATTTACGAAGCTCAT 1° Ciclo: ~600pb 420pb Nested PCR Menor Fragmento: Cimex Lectularius [Genbank:

Proteina A rica em cisteina: hcpA hcpA_R1: GCTCTTCGACCAATGCAGAT 2° Ciclo: ~420pb 1° Ciclo: hepA_F1 + hcpA_R1 + Protocolo LOR027 AP013028.1 - (477262_477882)]
hcpA_F2: ATCCACGTCTTCGTTCTGCT 2° Ciclo: hepA_F2 + hepA_R2 + Protocolo LOR028
hcpA_R2: GCATCACGCACTTTACCAAA

Copia Unica MgChel_F1: ATAYGCGTGTRTAGCCTCGATT 1° Ciclo: 700pb SB Hemi-nested PCR Menor Fragmento: WoCauB2 (Genbank:

Magnésio Quelatase: MgChel MgChel_R1: GAACCTCATCAYTCATGYTC 2° Ciclo: 600pb 1° Ciclo: MgChel_F1 + MgChel_R1 + Protocolo LOR029 NUCLEOTIDE - CP001391.1; PROTEIN -
MgChel_R2: CTTTCGYGAACCTCATCAYTCATG 2° Ciclo: MgChel_F1 + MgChel_R2 + Protocolo LOR030 ACN95503)

Copia Unica nadH_F1: GGTGTACATTGCCCACATGA 1° Ciclo: ~720pb 400pb Nested PCR Menor Fragmento: Cimex Lectularius [Genbank:

Ubiquinona Oxidorredutase: nadH

nadH_R1: TCTGGCTGGAAGAGCAATCT
nadH_F2: AAGACCCGCCAGGTATCAC
nadH_R2: GCCTGTAAATCGGGCTATGA

2° Ciclo: ~400pb

1° Ciclo: nadH_F1 + nadH_R1 + Protocolo LOR031
2° Ciclo: nadH_F2 + nadH_R2 + Protocolo LOR032

AP013028.1 — (669145-670428)]
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Copia Unica
NADH-quinona oxidoredutase subunidade D: nuoD

nuoD_F1: TTGGAGCGAT(G/A)ACTCCTCTT
nuoD_R1: GCAAGCATGTG(T/C)CCTTTTGA
nuoD_F2: TATTAGGCCAGGTGGAGTGG
nuoD_R2: GTTTTCATCTC(C/T)GCTCTTGG

1° Ciclo: ~750pb SB
2° Ciclo: ~440pb

Nested PCR
1° Ciclo: nuoD_F1 + nuoD_R1+ Protocolo LOR033
2° Ciclo: nuoD_F2 + nuoD_R2 +Protocolo LOR034

Menor Fragmento: Cimex Lectularius [Genbank:
AP013028.1 — (518224-519396)]

Copia Unica
NADH-quinona oxidoredutase subunidade G: nuoG

nuoG_F1: TAA(C/T)GCATCTTGACCGATGA
nuoG_R1: TT(C/T)GGGCCACTTATTGAAAC
nuoG_F2:
GCATT(T/C)TCTAT(G/A)CCCT(G/C)A(G/A)(C/T)
nuoG_R2: GTGGGAAGTGCGATCAGAGT

1° Ciclo: ~940pb SB
2° Ciclo: ~410pb

Nested PCR
1° Ciclo: nuoG_F1 + nuoG_R1 + Protocolo LOR035
2° Ciclo: nuoG_F2 + nuoG_R2 + Protocolo LOR036

Menor Fragmento: Cimex Lectularius [Genbank:
AP013028.1 - (1242818-1244866)]

Copia Unica
Piruvato desidrogenase subunidade beta: pdhB

pdhB_F1: CGAAAGGATTGCTGAAGGAG
pdhB_R1: ACCCTCTTCTACGCTGACCA
pdhB_F2: GGATTTGCTGGTCTTGCTGT
pdhB_R2: TT(G/A)CATC(C/T)TTTCCTTC(T/C)CGT

1° Ciclo: ~680pb SB
2° Ciclo: ~400pb

Nested PCR
1° Ciclo: pdhB_F1 + pdhB_R1 + Protocolo LOR037
2° Ciclo: pdhB_F2 + pdhB_R2 + Protocolo LOR038

Menor Fragmento: Cimex Lectularius [Genbank:
AP013028.1 — (258950-259948)]

Copia Unica
Succinato desidrogenase subunidade beta: sucB

sucB_F1: TTGCGGAGGGTTTAT(T/G)ATCG
sucB_R1: CTGACAAAACAGCGCTTGAA
sucB_F2: TC(A/G)GCACTCCGAATAACCGG
sucB_R2:
GCTGAACA(G/A)CCTGC(A/G)GT(GIC)(AIG)A

1° Ciclo: ~850ph 400pb
2° Ciclo: ~400ph

Nested PCR
1° Ciclo: sucB_F1 + sucB_R1 + Protocolo LOR039
2° Ciclo: sucB_F2 + sucB_R2 + Protocolo LOR040

Menor Fragmento: Cimex Lectularius [Genbank:
AP013028.1 - (1077428-1078600)]

Cépia Unica
Gene para proteina hipotética_0183: WD_0183
(Possivel Familia — Oxidoredutase)

WDO0183_F1: C(G/A)AGGCTGGAGTTAGTCAGG
WDO0183_R1:
T(GIT)(CIG)(TIC)ACC(C/A)ATTGCAAATTCA
WDO0183_F2: TTTTTGCTTGG(C/T)GGAGTAGT
WDO0183_R2: GACGTGA(G/A)TTCCGTTC(C/T)TGT

1° Ciclo: ~750pb 500pb
2° Ciclo: ~500ph

Nested PCR
1° Ciclo: WD0183_F1 + WDO0183_R1 + Protocolo LOR041
2° Ciclo: WD0183_F2 + WD0183_R2 + Protocolo LOR042

Menor Fragmento: Cimex Lectularius [Genbank:
AP013028.1 — (735612-737036)]

Cépia Unica
Gene para proteina hipotética_0198: WD_0198
(Possivel Metiltransferase)

WD0198_F1: TGGTCTCACGGAATTTCTCC

WD0198_R1: TTCCGGCTAACCCTACAGAA
WD0198_F2: CCTCAAGGTAAAGGCCACAA
WD0198 R2: CTGTAGCAACACGTGCCATT

1° Ciclo: ~600pb 480pb
2° Ciclo: ~480ph

Nested PCR
1° Ciclo: WD0198_F1+ WD0198_R1 + Protocolo LOR043
2° Ciclo: WD0198_F2 + WD0198_R2 + Protocolo LOR044

Menor Fragmento: Cimex Lectularius [Genbank:
AP013028.1 — (601394-602086)]

Cépia Unica

Gene para proteina hipotética_0237: WD_0237

(Possivel Proteina de Membrana Interna — Componente para
Translocase

WD0237_F1: GAATGCTCGACATTGGGTTT
WD0237_R1: GGCTGGATCCAAGTG(G/A)TAAA
WD0237_F2: TCAGGCTGCAAATTTTTCATT
WD0237_R2: AATTGGTTTGGTTTCGCTGA

1° Ciclo: ~900pb 440pb
2° Ciclo: ~440pb

Nested PCR
1° Ciclo: WD0237_F1 + WD0237_R1 + Protocolo LOR045
2° Ciclo: WD0237_F2 + WD0237_R2 + Protocolo LOR046

Menor Fragmento: Cimex Lectularius [Genbank:
AP013028.1 — (601394-602086)]

Copia Unica
Gene para proteina hipotética_0359: WD_0359

WD0359_F1:
TCAGTGGAAAATTATAACAAATCTCTG
WDO0359_R1: CCGTCCTATAACCGGTACGTT
WDO0359_F2: CCTCACCTATTCAACTACATGCAA
WD0359_R2: CAGGATCATAATGTCCCTTGG

1° Ciclo: ~600pb 410pb
2° Ciclo: ~410pb

Nested PCR
1° Ciclo: WD0359_F1 + WD0359_R1 + Protocolo LOR047
2° Ciclo: WD0359_F2 + WD0359_R2 + Protocolo LOR048

Menor Fragmento: Cimex Lectularius [Genbank:
AP013028.1 - (166058_165432)]

Copia Unica
Gene para proteina hipotética_1005: WD_1005

WD1005_F1: GTTAGCGGCACTTCAAGAAA
WD1005_R1: CAGCGTATAAGCTCTCCAACC
WD1005_F2: TGATG(C/T)GCTGGAGAG(AG)TATG
WD1005_R2: AGATTGTGTAGCGGGCAAGT

1° Ciclo: ~800ph 400pb
2° Ciclo: ~400ph

Nested PCR
1° Ciclo: WD1005_F1 + WD1005_R1 + Protocolo LOR049
2° Ciclo: WD1005_F2 + WD1005_R2 + Protocolo LOR050

Menor Fragmento: Cimex Lectularius [Genbank:
AP013028.1 — (1114709-1115521)]

SB = Sem observacdo de banda em gel de agarose;
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5.6. Otimizacdo de Protocolos de PCR para Elementos Transponiveis (ETs) de
Wolbachia Testados para Deteccdo de Alta Sensibilidade

A fim de maximizar a sensibilidade da deteccdo de Wolbachia, foram desenhados
primers para amplificacdo de elementos transponiveis, que sdo frequentemente
encontrados com varias copias nos genomas, e por esse motivo sua deteccdo pode ser
mais eficiente do que a deteccdo dos alvos single copy para analise de MLST.A
ferramenta BLAST foi utilizada para identificar elementos transponiveis a partir do
genoma da Wolbachia wDam (Crainey et al. 2017B), identificando assim um conjunto
diversificado em bancos de dados de genomas de Wolbachia. Alinhamentos a nivel de
aminoéacidos destes ETs foram utilizados para identificar regides conservadas a partir das
quais foram definidas como alvo de amplificacdo. Com base neste fato, primers
degenerados foram entdo desenhados levando em conta a degeneracdo do cddon de
aminoacidos. A lista de primers degenerados para deteccdo de alta sensibilidade e

protocolos padronizados podem ser verificados na tabela 3.

Tabela 3: Primers e protocolos para PCR de elementos transponiveis testados para detec¢do de alta

sensibilidade para Wolbachia

DNA Alvo Primers Tamanho de Fragmento Esperado Tamanho de Protocolo de PCR Sequéncias de Referéncia
Fragmento Observado

Elemento TE_GRP1_F1: TGCAGCAYTSAGCRRRTTTTA Ciclo Unico: ~469pb SB PCR Convencional Menor Fragmento:
Transponivel TE_GRP1_R1: TRTAWTGRCTGGTTTCRTCA TE_GRP1_F1 + srIWOdamA1 (Genbank:
Familia 1 TE_GRP1_R1+ KY695240)
Transposase 1 — TE1 Protocolo LOR051
Elemento TE_GRP2_F1: TTGACAGAGTYAAGAGGAATGAAAG Ciclo Unico: ~328pb SB PCR Convencional Menor Fragmento:
Transponivel TE_GRP1_R1: TGGKTCATCYAAAAATTTCCA TE_GRP2_F1 + srIWOdamA1 (Genbank:
Familia 2 TE_GRP2_R1 + KY695240)
Transposase 2 — TE2 Protocolo LOR052
Elemento TE_GRP3_F1: CTTTRTTRCGYAAAATRTTCTGTTTT Ciclo Unico: ~320pb SB PCR Convencional Menor Fragmento:
Transponivel TE_GRP1_R1: TTGCACYRAATRTMAACACTGR TE_GRP3_F1 + srIWOdamA1 (Genbank:
Familia 3 TE_GRP3_R1 + KY695240)
Transposase 3 — TE3 Protocolo LOR053

*PCR Touchdown

5.7. Otimizacéo de Protocolos de PCR para Fagos de Wolbachia (WQ) para Analise de
Diversidade Populacional

Em uma tentativa de desenvolver marcadores genéticos populacionais para
Wolbachia, (que pode estar potencialmente ligada a haplotipos mitocondriais) e assim
auxiliar na validacao de infeccOes negativas para a bactéeria, foram testadas uma série de
PCRs para deteccdo de fagos conforme primers j& testados anteriormente para
amplificacdo de wDAM (Crainey et al. 2017B) e outros genomas de Wolbachia (Crainey
et al, dados ndo publicados). As tentativas de amplificacdo destes alvos seguiram a mesma
abordagem de gradientes de PCR descrita anteriormente para parasitos e Wolbachia. Os

primers e protocolos utilizados nesta etapa podem ser verificados na tabela 4.
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Tabela 4. Primers e protocolos para PCR de fagos testados para analise a nivel populacional de

diversidade de Wolbachia

DNA Alvo Primers Tamanho de Fragmento Esperado Tamanho de Protocolo de PCR Sequéncias de Referéncia
Fragmento (sriwOdamA)
Observado

Gene de fago de Wolbachia GP1_int_F1: GGCCGTATAAGCGTAATGAG Ciclo Unico: ~1565ph SB PCR Convencional Menor Fragmento: GP1

Serina recombinase de GP1_int_R1: GCCAGAACAACGGTAGTAAG FAGO_GP1_F1 + [GenBank: KY695239 -

sriwOdamA: WOB2pgpl FAGO_GP1_R1 + Protocolo complement (<1...1565)]
LOR054

Sequéncia de Fago de GP3_int_F1: CTTTCACGAGCAAATTGCTG Ciclo Gnico: ~1110pb SB PCR Convencional Menor Fragmento: GP3

Wolbachia GP3_int_R1: GTTCTGCCATTCGCACTAC FAGO_GP3_F1 + [GenBank: KY695239 —

Gene para proteina hipotética FAGO_GP3_R1 + Protocolo (3070...4179)]

de srIWOdamA: WOB2pgp3 LORO055

Gene de fago de Wolbachia GP4_int_F1: TGCTTCTTCTTGACCTAGCC Ciclo Gnico: ~2021pb SB PCR Convencional Menor Fragmento: GP4

Gene para proteina hipotética GP4_int_R1: AGCAAAATAACACCTGACTCC FAGO_GP4_F1 + [GenBank: KY695239 -

de srIWOdamA: Suposta FAGO_GP4_R1 + Protocolo complement (4185...6205)]

proteina RepA: WOB2pgp4 LOR056

Gene de fago de Wolbachia GP5_int_F1: GCTCCACGAATTCTCACTCC Ciclo Gnico: ~1231pb SB PCR Convencional Menor Fragmento: GP5

Gene para proteina hipotética GP5_int_R1: GCCAACGCCCATTTACTCTG FAGO_GP5_F1 + [GenBank: KY695239 -

de srIWOdamA: WOB2pgp5 FAGO_GP5_R1 + Protocolo complement (6211...7441)]
LORO057

Gene de fago de Wolbachia GP11_int_F1: CAACAACTGAAAGGAAATGCTC Ciclo tnico: ~467pb SB PCR Convencional Menor Fragmento: GP11

Resolvase de jungéo de GP11_int_R1: CCTGTACTGCCTCAATAACATC FAGO_GP11 F1+ [GenBank: KY695239 -

intervalo de srIWOdamA: FAGO_GP11_R1 + Protocolo complement (10128...10594)]

WOB2pgpl1l LORO058

Sequéncia de Fago de GP23_24_int_F1: Ciclo Unico: ~329pb SB PCR Convencional Menor Fragmento: GP23_24

Wolbachia ACCATTGGGAGAATTGTCTTTG FAGO_GP23 24 F1 + (GenBank: KY695240)

Possivel proteina de montagem GP23_24_int_R1: CCATAATCTCGGCGCATAAC FAGO_GP23_24 R1 +

GpV: WOB2pgp23_24 Protocolo LOR059

Sequéncia de Fago de GP29_int_F1: AAAAGGAAGAGGGGGAAGTAG Ciclo Gnico: ~1922pb SB PCR Convencional Menor Fragmento: GP29

Wolbachia
Gene para proteina hipotética
de srIWOdamA: WOB2pgp29

GP29_int_R1: TCATACGGCAACAAATGAGG

FAGO_GP29 F1 +
FAGO_GP29_R1 + Protocolo
LORO060

[GenBank: KY695241 —
(3492...5413)]

*PCR Touchdown

5.8. Anélise de Prevaléncia de Infeccédo e Diversidade Genética de Wolbachia

No total, as 48 amostras foram testadas para detecgéo por PCR de 12 alvos para

parasitos filariais e 22 alvos para Wolbachia (tabelas 1, 2 e 5). Apds as PCRs, as amostras

que amplificaram para no minimo trés alvos referentes a parasitos filariais foram

validadas por meio de analises filogenéticas e selecionadas para futuros ensaios com

enfoque nos alvos de MLST para Wolbachia. Apés essa triagem, as amostras selecionadas

foram testadas para deteccdo de Wolbachia, e as consideradas positivas passaram

posteriormente por verificacdo de prevaléncia total ou ndo de infeccdo por Wolbachia na

populacdo desses parasitos.

A diversidade de Wolbachia foi analisada de duas formas, onde a primeira foi

baseada na verificagcdo e contagem de snps das sequéncias obtidas para os alvos 16S, FtsZ,

GroEL e GItA; seguido de andlises filogenéticas utilizando as sequéncias dos

representantes de cada supergrupo utilizados na etapa de padronizacdo, juntamente com

sequéncias de referéncias disponiveis em bancos de dados para alvos do género

Mansonella, que ja foram utilizados previamente em anélises do tipo MLST, sendo estes
FtsZ, GroEL e GItA (Casiraghi et al, 2005) e 16S (Lefoulon et al 2016).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Desenvolvimento de novas ferramentas para deteccdo e classificacdo de
parasitemia por Mansonella spp.

Para amplificagdo de parasitos filariais, 12 alvos foram testados conforme descrito
na tabela 1, sendo trés deles single copy, e portanto de baixa sensibilidade (rbpl, hsp70
e myoHC); quatro ribossomais, nucleares e de alta sensibilidade (18S, 28S, 5S e ITS1); e
cinco mitocondriais, de heranga materna e alta sensibilidade (COl, 12S, mtVR1, mtVR2 e
mtVR3). Os alvos ITS1 e de regides varidveis foram desenvolvidos pelo grupo de pesquisa
em questdo, enquanto os demais foram descritos por Lefoulon et al (2015). Dos 12 alvos
testados para deteccdo de parasitos em pool de DNA, sete alvos foram positivos, sendo
estes: dois alvos de cdpia unica (hsp70 e myoHC), um alvo ribossomal (ITS1) e quatro
alvos mitocondriais (COI, 12S, mtVR1 e mtVR3). Durante a padronizagéo, estes alvos
apresentaram bandas bem definidas e conforme tamanho estimado, seguindo os
protocolos de reacéo descritos para os mesmos (Anexo 1). Deste total de sete alvos
positivos, quatro aguardam sequenciamento enquanto os trés demais, sendo estes ITS1,
COl e 12S, tiveram suas sequéncias verificadas através de comparagdo com sequéncias
disponiveis no banco de dados Genbank, tendo sido consideradas como sequéncias de
qualidade e positivas para parasitos do género Mansonella com identidade entre
sequéncias > 98% (ndo levando em consideracgéo nesse caso a diversidade do DNA-alvo)
quando comparadas com referéncias de Mansonella spp.

Os alvos mitocondriais e ribossomais séo considerados alvos de alta sensibilidade,
por conta de suas varias copias no genoma do parasito. 1sso sugere uma maior facilidade
de amplificacdo por conta da disponibilidade de cépias desses alvos ap6s extracdo. Os
resultados obtidos com a amplificacéo de alvos single copy foram de grande importancia,
principalmente para indicar a quantidade de DNA disponivel nas amostras, bem como
sua qualidade apds longo periodo de armazenamento, visto que por serem alvos de Gnica
copia no genoma, sua amplificacdo é mais dificil de ocorrer, evidenciando sua baixa
sensibilidade. Isto chamou a atengéo posteriormente, sugerindo que as amostras negativas
para estes alvos poderiam corroborar os alvos negativos de Wolbachia, evidenciando
novamente que as PCRs negativas para estes alvos podem ser justificadas pela baixa

quantidade de DNA disponivel.
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6.2. Desenvolvimento de novas ferramentas para deteccéo e classificacéo de infecgdes
por Wolbachia em parasitemias de Mansonella spp.

Foram testados 22 alvos baseados em MLST para detecgéo de Wolbachia a partir
do pool de DNA positivo para Mansonella spp., visando posterior uso para classificacdo
e analise MLST da bactéria nas amostras individuais de Sdo Gabriel da Cachoeira. Deste
total, quatro alvos ja possuem referéncias disponiveis no banco de dados Genbank para
Wolbachia de parasitos do género Mansonella (Lefoulon et al. 2016; Casiraghi et al,
2005), sendo estes alvos: 16S, FTSZ, GROEL E GLTA. Para estes alvos, foi seguida a
mesma logica utilizada para validagao de alvos de filarias (identidade >98%, ndo levando
em consideracdo a diversidade do DNA-alvo), onde as sequéncias de referéncia ja se

encontram disponiveis no banco Genbank.

Os demais alvos, 18 no total (tabela 2), sdo referentes a sequéncias de Wolbachia
que ndo se encontram disponiveis em banco de dados para nenhuma espécie representante
do género Mansonella, o que determina que as sequéncias obtidas nesta etapa do estudo,
verificadas por analises filogenéticas, confirmam ser as primeiras sequéncias-alvo de
Wolbachia de Mansonella spp., referentes aos 14 alvos: AspC, AspS, CoxA, SucB, nadH,
FabK, dnaA, HcpA, AtpD, WD0183, WD0198, WD0237, WD0359 e WD1005.

Para montagem das arvores filogenéticas, foram selecionados genomas completos
de pelo menos um representante de cada supergrupo, que vai de A-F. Os genomas
completos selecionados de cada supergrupo, utilizados para analises dos alvos positivos
foram: A — Drosophila melanogaster e Drosophila simulans; B — Culex quinquefasciatus;
C — Onchocerca volvulus e Onchocerca ochengi; D — Brugia malayi; E — Folsomia
candida; F — Cimex lectularius. Logo, as 14 sequéncias-alvo recuperadas foram
consideradas de Wolbachia de Mansonella spp. quando agruparam com o supergrupo F
juntamente com C. lectularius, e com apoio de boostrap >50%.
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Figura 7. Arvores representativas de distancia construidas com metodologia de Maximum likelihood (ML) implementada pelo
programa MEGA utilizando 1000 replicatas/pseudodarvores para os 14 alvos de MLST de Wolbachia. Os agrupamentos de sequéncias
de Wolbachia de Mansonella spp. com Wolbachia de C. lectularius (supergrupo F), foram confirmadas com apoio de boostrap >50%;

em destaque o supergrupo F e seus valores de boostrap (vermelho).
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6.3. Desenvolvimento de novas ferramentas para deteccdo de alta sensibilidade (ETs) e
andlise de diversidade populacional (fagos) de infeccGes por Wolbachia em
parasitemias de Mansonella spp.

Né&o foi possivel amplificar sequéncias de alvos de elementos transponiveis (ETS)
ou de fago de Wolbachia a partir das amostras analisadas, utilizando os protocolos de
PCR padronizados nesse trabalho, mesmo ap6s adaptacdes de algumas condigdes de
reacdo. Os alvos de ETs foram desenvolvidos para melhorar a sensibilidade de deteccao
de Wolbachia, identificando assim, possiveis amostras falso-negativas para Wolbachia a
partir dos resultados obtidos por MLST. Contudo, para as amostras de Sdo Gabriel da
Cachoeira, estes alvos ndo foram necessarios visto que todas as amostras foram positivas
para a bactéria por pelo menos quatro alvos de MLST. Além disso, nossos dados
demonstram a viabilidade do desenvolvimento e otimizacdo de protocolos de PCR
baseados em ETs tendo como referéncia outros genomas de parastitos filariais
(Comandatore et al, 2015), o genoma de Cimex lectularius (como nesse trabalho) e
futuramente o genoma de Wolbachia de M. ozzardi e M. perstans (dados ndo publicados).

No caso dos fagos, depois que este se integra em um genoma, a maioria de seus
genes ndo sdo necessarios para a sobrevivéncia da Wolbachia, logo, ndo sdo conservados
da mesma forma que os genes da bactéria, indicando que estes podem evoluir rapidamente
se tornando potenciais marcadores populacionais, como ocorre para o profago sriWoDam
(Crainey et al., 2017). Para fagos, ndo se conhece na literatura atual a evidéncia de sua
presenca em Wolbachia de parasitos filariais, diferententemente do que se conhece para
artrépodes, onde j& se tem informacdes a respeito de genes e proteinas relacionadas a
estes fagos, bem como acredita-se 0s mesmos tem se movido através do genoma de
bactérias que se encontram em um mesmo filo (Kent et al, 2011; Tanaka et al., 2009).
Acredita-se que a auséncia do fago de Wolbachia possa ser um indicativo de
comportamento simbidtico, sugerindo que a bactéria se faz necessaria para a
sobrevivéncia do parasito hospedeiro (Fenn e Blaxter, 2006). Nesse aspecto, nossos
resultados negativos sugerem auséncia de fagos no genoma da Wolbachia de Mansonella
spp. corroborando este argumento; e sugerindo também que 0 genoma da bactéria € pouco

variavel e um bom alvo para futuras alternativas de tratamentos.

A néo-deteccdo tanto de ETs quanto de fagos ndo implicou negativamente a
obtencg&o dos resultados, visto que 18 alvos single copy baseados em MLST do genoma

de Wolbachia foram positivos para amplificacdo em Mansonella spp. A amplificacdo de
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ETs e fagos foi verificada durante a padronizacdo de amostras de simulideos vetores
(dados néo publicados). Os amplicons obtidos foram sequenciados e quando analisados
através de BLASTN, as mesmas obtiveram identidade >97% com sequéncias de fagos de
Wolbachia infectando vetores, sugerindo que os protocolos e primers desenhados séo

funcionais.

6.4. Prevaléncia de Wolbachia entre as amostras clinicas dos parasitos do género
Mansonella recuperados de moradores de Sdo Gabriel da Cachoeira

Os sete alvos positivos na padronizacdo foram utilizados para detec¢do dos
parasitos nas 48 amostras provenientes de Sdo Gabriel da Cachoeira, agora testadas
individualmente. Destes sete alvos, todas as amostras foram positivas para o alvo 1TS1,
alvo ribosomal e de alta sensibilidade, e considerado padrdo-ouro para diagnostico de
parasitos filariais (Crainey et al., 2019; Tang et al., 2018; Medeiros et al., 2017; Tang et
al, 2010); 47 amostras foram positivas tanto para mtVR1 e mtVR3, também alvos de alta
sensibilidade e ambos mitocondriais; 45 amostras positivas pra COIl e 25 amostras
positivas para 12S, ambos mitocondriais e de alta sensibilidade; 30 amostras positivas
tanto para myoHC quanto hsp70, alvos de baixa sensibilidade (tabela 5). Estes resultados
sugerem, conforme o esperado, que as PCRs de alvos mitocondriais e ribossomais foram
as reacdes de melhor desempenho na detecgdo dos parasitos quando comparados com 0s
alvos de coOpia Unica, exatamente por terem maior ndmero de copias no genoma. E
interessante ressaltar que o alvo 12S, mesmo sendo um alvo mitocondrial e de alta
sensibilidade, foi o alvo que teve menor desempenho, sendo possivel amplificar
aproximadamente 52% das amostras estudadas (25/48), menos inclusive do que foi
observado para os alvos single copy. Uma possivel explicacdo para este fato é a existéncia
de variagdes genéticas a nivel populacional nos sitios de ligacao dos primers (interferindo
no anelamento), ou por limitagcGes técnicas dos protocolos de PCR mesmo ap0s

padronizacao.

O fatos dos ensaios realizados com base nos alvos single copy myoHC e hsp70
nédo terem sido capazes de amplificar exatamente as mesmas amostras de DNA, sugerem
que sua falha ao ndo amplificar o DNA do parasito pode ser explicada por uma baixa
quantidade de DNA nas amostras em questdo. Isto ocorre quando o nivel de infeccdo é
leve e a microfilaremia do individuo infectado é baixa, e portanto a deteccdo de
microfilarias no sangue por PCR ou sua contagem em laminas se torna dificil, podendo

resultar em falsos negativos para casos submicroscopicos (Medeiros et al, 2015). Ao
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comparar os dados observados na tabela 5, é possivel verificar que a baixa parasitemia
verificada nas PCRs de alvos single copy é suportada pelo diagndstico microscopico,
onde 50% das amostras foram determinadas como negativas (24/48) pela auséncia de
MFs na lamina, enquanto 67% (12/18) das PCRs de alvos single copy que foram negativas
corroboram os dados da microscopia, sugerindo que as amostras negativas para os alvos
de baixa sensibilidade myoHC e hsp70 apresentam pouca quantidade de parasitos e
consequentemente de seu DNA nas amostras extraidas. Os ensaios de PCR para deteccao
de parasitos confirmaram que todas as amostras foram positivas, sugerindo que resultados
negativos para os alvos de baixa sensibilidade indicam baixa quantidade de DNA

disponivel para determinadas amostras clinicas.

Para deteccdo de Wolbachia, todas as 48 amostras de sangue foram positivas para
pelo menos 4 alvos single copy baseados em MLST (tabela 5). Das amostras positivas,
39,5% foram positivas entre 4-10 alvos (19/48); 25% foram positivas entre 11-15 alvos
(12/48); e 35,5% foram positivas para acima de 15 alvos (17/48) onde 8% das amostras
foram positivas para todos o salvos (4/48). Os alvos 16S e FTSZ foram o0s que mais
obtiveram resultados positivos, amplificando 100% e 83% do total de amostras,
respectivamente. Para o total de alvos positvos, houve entdo uma media de 81% de
amostras positivas para os 7 alvos de parasitos filariais e 62% de amostras positivas para
0s 18 alvos baseados em MLST para os ensaios de detec¢do de Wolbachia. Os amplicons
obtidos para os alvos de Mansonella spp. mtVR1(47), mtVR3(47), HSP70(30) e
myoHC(30); e os amplicos obtidos para os 14 alvos baseados em MLST para Wolbachia
(ap6s validacdo filogenética dos alvos de padronizados) estdo aguardando
sequenciamento para que estas sequéncias possam ser analisadas, validadas e depositadas
em bancos de dados. Os demais alvos, que foram sequenciados, tiveram sua confirmacéo
como sendo sequéncias de qualidade, aléem do confronto com banco de dados, pela
montagem de arvores filogenéticas com apoio de boostrap superior a 50%. A existéncia
de 19 amostras positivas para mais de 15 alvos de MLST, e também a existéncia de duas
amostras positivas para menos de cinco alvos de MLST sugerem que a quantidade de
Wolbachia nas MFs de Mansonella spp. pode ser variavel. Isto também pode ser
verificado visto que um total de cinco amostras foram positivas para os dois alvos single
copy testados para parasitos e negativas para pelo menos oito alvos de MLST de
Wolbachia.
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Tabela 5: MLST Classico baseado na detec¢do de Wolbachia em amostras clinicas positivas provenientes de Sdo Gabriel do Cachoeira

Amostra Microscopia/ SPP./Micro SPP./PCR Sensibili ITS1 Col 128 Hsp70 MyoHC VR1 VR3 FtsZ GItA GroEL 16S aspC aspS atpD COXA dnaA fabK hcpA nadH sucB WD WD WD WD WD
qua?itllédr?ad: de scopia dade 0183 0198 0237 0359 1005

SP1-11 -ve(0) MO MO/MP Baixa 001 069 115 | - | - +ve +ve 160 +ve +ve +ve +ve +ve

SP2-24 +ve(5) MO MO Média 002 070 116 +ve +ve +ve 161 228 240 +ve +ve +ve

SP3-60 -ve(0) MO MO Baixa 003 071 +ve +ve +ve 162 +ve +ve

SP4-61 +ve(16) MO MO Alta 004 072 +ve +ve +ve 163 +ve +ve

SP5-84 -ve(0) MO MO Baixa 005 073 117 +ve +ve +ve 164 | +ve | - +ve

SP6-100 +ve(2) MO MO Baixa 006 074 118 +ve +ve 165 +ve +ve

SP7-112 -ve(0) MO MO Baixa 007 075 119 +ve +ve +ve +ve

SP8-113 -ve(0) MO MO Baixa 008 076 120 +ve +ve e I +ve

SP9-118 -ve(0) MO MO Baixa 009 077 121 +ve +ve 166 229 241

SP10-130 +ve(16) MO MO Alta 010 078 +ve +ve 167 +ve +ve

SP11-136 +ve(2) MP MO/MP Baixa 0: 079 122 +ve +ve 222 230 242

SP12-139 +ve(12) MO MO Alta 0: 080 +ve +ve +ve +ve +ve

SP13-140 -ve(0) MO MO Baixa 0: 0: +ve +ve +ve +ve +ve

SP14-154 +ve(1) MO MO Baixa 014 0: +ve +ve +ve 7. +ve +ve +ve

SP15-155 +ve(1) MO MO Baixa 015 0: +ve +ve +ve 7. +ve +ve +ve

SP16-157 +ve(5) MO MO Média 016 084 3 +ve +ve +ve 7. 223 231 243

SP17-159 +ve(15) MO MO Alta 017 085 4 +ve +ve +ve 74 224 232 244

SP18-160 -ve(0) MO MO Baixa 018 086 o) +ve +ve +ve 75 +ve +ve +ve

SP19-170 +ve(9) MO MO Alta 019 087 +ve +ve +ve 176 +ve +ve +ve

SP20-171 -ve(0) MO MO Baixa 020 088 26 +ve +ve +ve +ve +ve +ve

SP21-172 +ve(5) MO MO Média 0: 089 27 | - [ e +ve +ve +ve +ve +ve

SP22-173 +ve(11) MO MO Alta 0: 090 28 +ve +ve +ve +ve 177 225 233 245

SP23-174 +ve(54) MO MO Alta 0: 091 29 +ve e | - [ - +ve +ve +ve

SP24-181 -ve(0) MO MO Baixa 024 +ve +ve +ve +ve 178 +ve +ve +ve

SP25-200 -ve(0) MO MO Baixa 025 0! i e +ve +ve +ve +ve +ve

SP26-205 +ve(5) MO MO Média 026 0 +ve +ve +ve 179 226 234 +ve

SP27-220 +ve(9) MO MO Alta 027 094 +ve +ve 180 +ve +ve +ve

SP28-264 +ve(19) MO MO Alta 028 095 +ve +ve i +ve +ve

SP29-524 -ve(0) MO MO Baixa 029 096 +ve +ve 181 227 235 +ve

SP30-525 +ve(9) MO MO Alta 030 097 +ve +ve 182 +ve +ve

SP31-653 -ve(0) MO MO Baixa 031 098 +ve +ve +ve +ve +ve

SP32-654 -ve(0) MO MO Baixa 032 099 13 | - | - +ve +ve 183 +ve +ve

SP33-656 -ve(0) MO MO Baixa 033 100 132 +ve +ve +ve +ve 184 +ve +ve

SP34-657 +ve(l) MO MO Baixa 034 101 +ve +ve +ve +ve L +ve

SP35-710 -ve(0) MO MO Baixa 035 102 133 +ve +ve +ve +ve 186 +ve +ve

SP36-712 +ve(6) MO MO Média 036 103 i B +ve +ve 187 +ve 236 +ve

SP37-723 +ve(2) MO MO Baixa 037 104 134 +ve +ve 188 +ve 237 246

SP38-735 +ve(1) MO MO Baixa 038 105 +ve +ve 189 +ve +ve +ve

SP39-760 -ve(0) MO MO Baixa 039 106 +ve +ve 190 +ve +ve +ve

SP40-763 -ve(0) MO MO Baixa 040 107 135 | - +ve +ve 91 | - +ve +ve

SP41-769 -ve(0) MO MO Baixa 041 108 136 +ve +ve 192 +ve +ve

SP42-776 -ve(0) MO MO/MP Baixa 042 109 137 +ve +ve 193 +ve +ve

SP43-781 -ve(0) MO MO/MP Baixa 043 110 +ve +ve 194 +ve +ve

SP44-783 +ve(l) MP MP Baixa 044 111 138 +ve +ve 5 +ve 247

SP45-786 -ve(0) MO MO Baixa 04 | I +ve +ve 6 +ve +ve

SP46-787 -ve(0) MO MO Baixa 046 +ve +ve +ve +ve 7 +ve +ve

SP47-791 -ve(0) MO MO Baixa 047 112 +ve +ve +ve +ve L — +ve . - | — | @ — |

SP48-801 +ve(l) MO MO Baixa 048 113 139 +ve +ve +ve +ve 9 +ve 238 248 +ve +ve +ve

MO — M. ozzardi (em azul); MP — M. perstans (em laranja); - MO/MP — M. pertans e M. ozzardi (rosa); Amostras Positivas por Alvos (verde);
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Houveram seis amostras positivas para pelo menos dez alvos de MLST de
Wolbachia que foram negativas para os dois alvos de baixa sensibilidade de parasitos,
corroborando a possibilidade de que pouca quantidade de DNA de parasito ndo tem
influéncia sobre a quantidade de DNA disponivel e consequentemente as amplificacbes
para Wolbachia, e vice-versa. Para analise quantitativa, se fazem necessarios ensaios
referentes a qPCRs realizadas com apenas um individuo do parasito, utilizando de
individuos detectados em vetores simulideos (larvas em fase infectante), porém
preferencialmente fémeas adultas, que possuem maior quantidade de Wolbachia visto que
sua transferéncia é materna (Hurst and Jiggins, 2005). Para M. ozzardi e M. perstans é
invidvel este tipo de teste ja que os vermes adultos sdo de dificil acesso, localizados na
cavidade peritonial (Tang et al, 2018; Gehringer et al, 2014).

Logo, os resultados obtidos nessa etapa sugerem que todas as MFs de M. ozzardi
em Sdo Gabriel da Cachoeira possuem infeccdo por Wolbachia (prevaléncia total de
infecgdo), mas que a quantidade de bactérias em cada parasito ndo pode ser determinada
em valores exatos. Este resultado pode ajudar a explicar relatos anteriores de amostras do
género Mansonella “negativas para Wolbachia” na Africa, além de evidenciar que pelo
menos cinco alvos precisam ser utilizados na detecgdo de Wolbachia, visto que a maioria
dos artigos utiliza apenas dois alvos, para que os resultados obtidos possam de fato
mostrar se estes ou demais parasitos nao possuem infeccdo por Wolbachia (Coulibaly et
al, 2009; Grobush et al, 2003). Estes resultados sdo consistentes com o estudo recente
baseado na andlise de densidade por gPCR de Wolbachia de O. volvulus (Armoo et al,
2017). Testes baseados em PCR em tempo real (qQPCR) podem ser desenvolvidos a partir
dos primers e protocolodos desenvolvidos neste estudo para evidenciar se 0 mesmo fato

ocorre com M. ozzardi e M. perstans, corroborando a hip6tese aqui sugerida.

6.5. Parasitos do género Mansonella e diversidade de Wolbachia entre as amostras
clinicas de sangue recuperadas de 48 residentes de Sdo Gabriel da Cachoeira

Foram utilizadas sequéncias de DNA do parasito Mansonella spp. referente aos
alvos ITS1, COI e 12S para avaliacao de diversidade de parasitos presentes nas amostras
de Sdo Gabriel da Cachoeira (figura 8). Para os alvos ITS1 e 12S, por meio de analises
filogenéticas foi possivel observar dois agrupamentos distintos juntamente a sequéncias
de referéncia dos parasitos M. perstans e M. ozzardi (sendo este segundo identificado na

grande maioria das amostras), com apoio de boostrap acima de 99% (figura 8A e 8B). Do
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total de sequéncias observadas para estes dois alvos, duas amostras (SP11-136S e SP44 -
783S) formaram clusters com referéncias de M. perstans enquanto as outras 46 agruparam
com M. ozzardi para ITS1, corroborando os dados epidemioldgicos obtidos em estudo
anterior, baseado em microscopia Optica (Silva et al.; 2017); enquanto as mesmas duas
amostras observadas para ITS1 formaram clusters com referéncias de M. perstans, as 23
demais agruparam com M. ozzardi para 12S. Significa dizer que 4% das amostras foram
identificadas como M. perstans enquanto 96% das amostras foram identificadas como M.
ozzardi para ITS; e 8% das amostras foram identificadas como M. perstans enquanto 92%
das amostras foram identificadas como M. ozzardi para 12S. Estes resultados convergem
com as expectativas de que os dois parasitos sdo capazes de infectar em uma mesma
localidade, e que a maioria dos individuos desta regido encontram-se infectados com M.
ozzardi (Silva et al., 2017; Medeiros et al., 2014).

Para COIl por meio de andlises filogenéticas foi possivel observar dois
agrupamentos bem definidos juntamente a sequéncias de referéncia dos parasitos M.
perstans e M. ozzardi com apoio de boostrap acima de 99%. Do total de sequéncias
observadas, as duas amostras que agruparam com referéncias de M. perstans para ITS1 e
12S também agruparam com o parasito para o alvo COI; enquanto outras 37 agruparam
com M. ozzardi. Trés amostras identificadas anteirormente M. ozzardi por microscopia
Optica, ITS e 12S (SP1 -11S, SP42 -776 E SP43 -781) agruparam com referéncias de M.
perstans com apoio de boostrap acima de 89%. Isto sugere a existéncia de individuos
coinfectados com as duas espécies de parasitos filariais (dados ndo publicados,
confirmados por NGS), sugerindo também a existéncia de haplétipos mitocondriais
diferentes para M. perstans quando observada em casos de monoinfeccdo e coinfeccao.
Pontanto, foi possivel inferir que 4,4% das amostras foram identificadas como M.

perstans, 89% como M. ozzardi. e 6,6% como possiveis amostras coinfectadas.

Para os trés alvos, foi realizada a contagem de SNPs encontrados ao longo das
sequéncias, a fim de verificar a diversidade genética entre os parasitos de M. ozzardi e M.
perstans. Para ITS1, foi observada a variacdo de dois SNPs tanto para M. ozzardi quanto
para M. perstans analisando as sequéncias separadamente; quando alinhadas e analisadas
em conjunto, este nimero aumenta para aproximadamente 25 varia¢@es. Para 12S, ndo
foi observada variacdo de SNPs quando as sequéncias sdo analisadas separadamente para
M. ozzardi e M. perstans; quando analisadas em conjunto, este nUmero aumenta para

aproximadamente 40 variacGes. Para COI, ndo foi observada variacdo de SNPs quando
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as sequéncias sdo analisadas separadamente para M. ozzardi e M. perstans; porem,
quando analisadas em conjunto, levando em consideracdo 0s possiveis casos de
coinfec¢do, este numero aumenta para aproximadamente 85 variagdes. Esses resultados
confirmam a existéncia de M. ozzardi e M. perstans em nossas amostras, verificadas por
meio de trés alvos de alta sensibilidade. ITS1 se mostrou ser o melhor alvo para deteccéo,
ja conhecido como padréo-ouro de diagnostico de parasitos filariais (Crainey et al., 2019;
Medeiros etal., 2017; Tang et al., 2018; Tang et al., 2010) amplificando DNA de parasitos
filariais do total de 48 amostras utilizadas neste estudo; enquanto o alvo COI, onde foi
possivel observar por meio de analises filogenéticas trés possiveis haplotipos
mitocondriais diferentes, e também verificar a maior contagem de variacdo de SNPs,

sugere ser o melhor alvo para analises a nivel populacional.

Foram utilizadas sequéncias de DNA de Wolbachia referente os alvos 16S, FTSZ,
GROEL e GLTA para avaliagdo de diversidade genética populacional da bactéria presente
em parasitos filariais recuperados de amostras de S&o Gabriel da Cachoeira (figura 9).
Para o alvo 168, visto que 0 mesmo € bastante conservado entre as bactérias, por meio de
analises filogenéticas foi possivel observar um Unico agrupamento das sequéncias
recuperadas com referéncias de C. lectularius e Mansonella spp., com valor de boostrap
<60% (figura 9A), o que demonstra que este alvo ndo possui diversidade suficiente para
separar as espécies em questdo em agrupamentos bem definidos. Para o alvo GLTA, foi
possivel observar dois agrupamentos bem definidos juntamente a sequéncias de
referéncia de Wolbachia de M. perstans e M. ozzardi, com apoio de boostrap acima de
95% e 89%, respectivamente (figura 9B). Do total de 10 sequéncias observadas, uma
delas agrupou com M. perstans (10%) enquanto as demais agruparam com referéncias de
Wolbachia de M. ozzardi (90%). Este resultado corrobora os resultados obtidos para a
amostra SP11-136S referente os alvos ITS1 e 12S, da qual foi possivel recuperar
exclusivamente sequéncia de Wolbachia de M. perstans para este alvo.

Para o alvo GROEL, foi possivel observar um unico agrupamento bem definido
juntamente com as sequéncias de referéncia de Wolbachia de M. ozzardi, M. perforata e
C. lectularius, com apoio de boostrap de 100% (figura 9C). Do total de 12 sequéncias
recuperadas, todas agruparam com referéncias de Wolbachia de M. ozzardi. E interessante
ressaltar com base neste resultado, que a amostra SP11-136S classificada para os alvos
ITS1 e 12S de filaria, e Glta de Wolbachia como M. perstans, que para o alvo GROEL a

mesma agrupou com as sequéncias de M. ozzardi, com apoio de boostrap igual a 100%.
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Evidenciando mais uma vez a existéncia de coinfeccdo nas amostras de Sdo Gabriel da
Cachoeira. Para FTSZ, foi possivel observar um Unico agrupamento bem definido com
sequéncias de referéncia e apoio de boostrap de 81%, identificando todas as amostras
como Wolbachia de M. ozzardi, mesmo para as amostras 136 e 783 identificadas por
ITS1, 12S e COI como M. perstans (figura 9D). Do total de 45 sequéncias recuperadas,
todas agruparam com Wolbachia de M. ozzardi, resultado este que corrobora a existéncia
de casos de coinfeccdo pelos dois parasitos em S&o Gabriel da Cachoeira. Estes
resultados, sugerem que as sequéncias recuperadas para 0s quatro alvos pertencem a
Wolbachia tanto de M. ozzardi quanto de M. perstans. Vale ressaltar que as analises
filogenéticas para os alvos de parasitos filariais corroboram os resultados obtidos nas
andlises filogenéticas de alvos de Wolbachia, evidenciando mais uma vez a presenca de
individuos monoinfectados por M. ozzardi ou M. perstans, e individuos coinfectados

pelos dois parasitos.

Para as sequéncias recuperadas dos quatro alvos testados para Wolbachia, foi
realizada a contagem de SNPs encontrados ao longo das sequéncias para verificacdo de
diversidade genética entre a Wolbachia de M. ozzardi e M. perstans. Para 16S, nao foi
observada a variacdo de nenhum SNP, confirmando o fato de que este alvo ndo possui
diversidade suficiente para separar as espécies de parasitos em questdo em agrupamentos
bem definidos, conforme esperado, ja que este alvo é utilizado principalmente para
deteccdo por sua alta conservacdo. Para GLTA, entre sequéncias de Wolbachia de M.
ozzardi foi observada apenas uma Unica variacdo. Pelo fato de s6 haver uma sequéncia de
Wolbachia de M. perstans, ndo foi possivel realizar uma contagem de SNPs significativa
para este alvo. Para GROEL, foram obtidas apenas sequéncias referentes a Wolbachia de
M. ozzardi, onde foi observada variacdo em 13 SNPs. Com base neste alvo, é interessante
ressaltar que a amostra SP11-136S identificada até 0 momento como M. perstans para 0s
demais alvos tanto de Wolbachia quanto de parasitos filariais, foi identificada como
Wolbachia de M. ozzardi, o que sugere fortemente que casos de coinfeccdo também
podem ser detectados com alvos de Wolbachia. Para o alvo FtsZ foram obtidas apenas
sequéncias de Wolbachia de M. ozzardi, incluindo as amostras 136 e 783 classificadas
anteriormente como M. perstans, onde foi possivel observar variacdo em 8 SNPs e que
evidencia mais uma vez a deteccdo de coinfeccdo utilizando alvos de Wolbachia de

parasitos do género Mansonella.
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Figura 9. Arvores representantivas de distancia, montadas conforme descrito anteriormente, para
os alvos 16S(A), FtsZ(B), GItA(C) e GroeL(D), para identificacdo de Wolbachia que infecta parasitos do

género Mansonella spp.; em destaque: MO — verde; MP — rosa; Valores de boostrap — vermelho

Com os resultados obtidos até o presente momento é possivel designar 16S como
0 melhor alvo para detecgdo de Wolbachia, pois 0 mesmo foi capaz de amplificar para o

total de amostras utilizadas neste estudo, apesar de ndo ser capaz de determinar
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agrupamentos bem definidos no que diz respeito a Wolbachia de M. ozzardi e M. perstans
(conforme ja descrito na literatura, por este alvo ser de baixa diversidade e altamente
conservado). E GROEL é sugerido como melhor alvo para analises a nivel populacional
por conta da maior contagem de variacdo de SNPs, apesar de so terem sido recuperadas
sequéncias referentes a Wolbachia de M. ozzardi, este alvo também foi capaz de
identificar possiveis amostras coinfectadas, bem como o alvo FTSZ. Maiores estudos a
respeito deste supergrupo, o qual acredita-se que agrupa sequéncias de Wolbachia de M.
ozzardi, M. perstans e C. lectularius (supergrupo F) se fazem necessarios, podendo ajudar
a compreender de que forma estes parasitos filariais passaram a ser infectados por
Wolbachia, se a transferéncia ocorreu lateralmente, bem como se esse tipo de infecgéo é
recente e simbiotico (Lefoulon et al, 2016; Coulibaly et al., 2009; Taylor et al., 2005).

6.6. Perspectivas sobre o uso de terapias de tratamento anti-Wolbachia em Séo Gabriel
da Cachoeira
Nossos resultados sugerem que a Wolbachia esta presente em todas as MFs de
residentes acometidos por mansonelose em Séo Gabriel da Cachoeira. Sugere-se também
que alguns daqueles individuos que foram diagnosticados com M. perstans por meio de
PCR, podem ter mais de um tipo de infec¢do e também estar infectados com M. ozzardi.
Partindo deste pressuposto, baseado no fato de que o tratamento com IVM para M.ozzardi
ainda esta em fase-teste (Basano et al. 2018); que IVM néo possui efeito conhecido no
tratamento para M. perstans (Geringher et al, 2014) e que alguns antibidticos tem sido
efetivos no tratamento da maioria das filariores (Jacobs et al., 2019; Johnston et al., 2017;
Taylor et al, 2017; Albers et al, 2012;), sem a identificacdo correta do parasito se torna
dificil escolher qual tratamento deve ser administrado.
Este estudo sugere que Sdo Gabriel da Cachoeira pode ser um excelente local para
teste de abordagens terapéuticas anti-Wolbachia, visto que neste municipio ocorre a
coinfeccdo de M. perstans e M. ozzardi (dados nao publicados). A presenca da Wolbachia
em ambos 0s parasitos possibilita a reproducéo de testes ja executados com parasitos
como B. malayi, W.bancrofti, O.volvulus e M. perstans, utilizando a bactéria como alvo
promissor de abordagens que visam sua eliminacdo por meio de tratamentos com
antibidticos, sendo a DOX o mais utilizado atualmente (Johnston et al 2017; Taylor et al.,
2017; Taylor et al., 2014; Geringher et al, 2014).
O grupo A-Wol-Consortium tem desenvolvido varios testes em busca novos

compostos, que vdo de medicamentos naturais a farmacos registrados visando otimizar o
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tratamento para filarioses tendo a Wolbachia como alvo (Jacobs et al., 2019; Johnston et
al., 2017; Taylor et al, 2010). Em S&o Gabriel da Cachoeira, mais estudos se fazem
necessarios a respeito do tipo de relagdo da bactéria com os parasitos do género
Mansonella. Caso esta relagdo venha a ser de simbiose ou mutualismo obrigatorio como
ja descrito para maioria dos representantes da familia Onchocercidae, o tratamento
eliminando a Wolbachia de M.perstans e M. ozzardi ocasionando a morte dos adultos
pode ser combinado com o tratamento atual feito com IVM, que tem como principal

funcdo o bloqueio da transmissdo por meio da eliminacdo das MFs no sangue.

7. CONCLUSOES

Portanto, com base nos resultados apresentados, é possivel concluir que:

- Corrobora-se a existéncia de pelo menos dois parasitos do género Mansonella
spp. no municipio de Sao Gabriel da Cachoeira, necessitando de maiores estudos, e que

devem ser encorajadas a fazer parte de programas de politicas de tratamento;

- Sugere-se prevaléncia de infec¢do total por Wolbachia em MFs dos parasitos de

M. ozzardi no municipio de S&o Gabriel da Cachoeira;

- Ha na localidade em questdo individuos monoinfecados e coinfectados (M.
perstans e/ou M. ozzardi), detectados tanto por PCRs com alvos de parasitos filariais

quanto alvos da Wolbachia que os infectam;

- Pode se verificar a presenca de mais de um hapl6tipo mitocondrial no que diz respeito

ao parasito M. perstans;

- Pode-se afirmar com base nas analises filogenéticas que a populagdo de Wolbachia

infectando parasitos filariais em Sdo Gabriel da Cachoeira pertence ao supergrupo F;

- Foi observada uma baixa diversidade genética na populacdo de Wolbachia estudada,
com base nos alvos FTSZ, GLTA e GROEL,;

- A presenca de Wolbachia em parasitos de M. perstans e M. ozzardi, sendo estas pouco
variaveis geneticamente, ddo suporte para futuros estudos e experimentos de
terapéuticas anti-Wolbachia, visto que apenas M. ozzardi se mostrou responsiva ao
tratamento com IVM, e que em S&o Gabriel da Cachoeira existem fortes evidéncias de
casos de coinfeccdo, se fazendo necessarias outras formas de tratamento para M.

perstans;

56



8. MATERIAL SUPLEMENTAR

8.1. ANEXO 1 - Esquema baésico de ciclagem da reagdo em cadeira da polimerase

(PCR)

O esquema de ciclagem das PCRs e o0s protocolos otimizados mencionados nas

tabelas 1, 2, 3 e 4, determinados a partir dos experimentos descritos ao longo da

metodologia, encontram-se descritos na tabela abaixo.

Tabela de Protocolos de Otimizag&o de PCR

ESQUEMA BASICO DE CICLAGEM DE REACAO EM CADEIA A POLIMERASE
Etapa 1: 2 minutos por 95-96°C;
Etapa 2: 5-10 ciclos de 95-96°C por 50 segundos; 55-65°C por 50 segundos e 72°C por 50-75 segundos;
Etapa 3: 30-35 ciclos de 95-96°C por 50 segundos; 50-55°C for 50 segundos seguido de 72°C por 75 segundos;
Etapa 4: 72°C por 10 minutos
PCRs para Detecgéo de Fildrias
Ciclagem 1 Ciclagem 2 Ciclagem 3 NGmero de
PROTOCOLO Temperatura (°C) Tempo Temperatura (°C) Tempo Temperatura (°C) Tempo Ciclos
(seq) (seg) (seg)
LEF001 95 30 53 30 72 90 38X
LEF002 95 30 52 60 72 120 38X
LEF003 95 30 55 30 72 90 40X
LEF004 95 30 59 45 72 90 38X
LEF005 95 30 52 30 72 90 40X
LEF006 95 30 58 45 72 90 40X
95 60 61.5 60 72 180 2X
LEF007* 95 30 61.5 60 72 120 38X
LEF008 95 30 60 60 72 120 30x
MARO001 94 30 55 45 68 60 40x
TANO01 94 20 60 20 72 30 40X
TAN002 94 20 50 20 72 20 35X
LEF009 95 30 51.5 45 72 120 35X
LEF010 95 30 52 45 72 90 40X
LEF011 95 30 50 30 72 90 35X
LEF012 95 30 50 45 72 90 40X
96 50 65 50 72 50 10X
LOR001* 96 50 53 50 72 50 30X
96 50 65 50 72 50 5X
LOR002* 96 50 54 50 72 50 35X
96 50 65 50 72 50 10X
LOR003* 96 50 50 50 72 50 30X
96 50 65 50 72 50 5X
LOR004* 96 50 50 50 72 50 35X
96 50 63 50 72 50 10X
LOR005* 96 50 51 50 72 50 30X
96 50 63 50 72 50 5X
LOR006* 96 50 50 50 72 50 35X
PCRs para Deteccdo de Wolbachia

LOR007* 96 50 60 50 72 75 10X
96 50 53 50 72 75 35X

LOR008* 96 45 60 45 72 75 5X
96 45 53 45 72 75 35X
LOR009* 94 45 60 45 72 80 10X
94 45 55 45 72 80 30X

LORO010* 96 45 60 45 72 75 5X
96 45 53 45 72 75 35X
LORO11* 94 45 60 45 72 90 10X
94 45 52 45 72 90 30X

LOR012* 96 45 58 45 72 70 5X
96 45 50 45 72 70 35X
LORO13* 94 30 65 30 72 120 10X
94 30 55 30 72 120 30X

LOR014* 95 30 68 45 72 120 5x
95 30 60 45 72 75 35X

LOR015* 96 50 54 50 72 75 10x
96 50 51 50 72 75 30X

LORO16* 96 50 54 50 72 75 5x
96 50 51 50 72 75 35X

LORO17* 96 50 63 50 72 75 10x
96 50 52 50 72 75 30X

LOR018* 96 50 63 50 72 75 5x
96 50 51 50 72 75 35X

LOR019* 96 50 65 50 72 75 10x
96 50 52 50 72 75 30X

LOR020* 96 50 65 50 72 75 5x
96 50 54 50 72 75 35X
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LOR021* 96 50 65 50 72 75 10x
96 50 53 50 72 75 30X
LOR022* 96 50 65 50 72 75 5x
96 50 51 50 72 75 35X
LOR023* 96 50 65 50 72 75 10x
96 50 55 50 72 75 30X
LOR024* 96 50 65 50 72 75 5x
96 50 52 50 72 75 35X
LOR025* 96 50 65 50 72 75 10x
96 50 52 50 72 75 30X
LOR026* 96 50 65 50 72 75 5x
96 50 50 50 72 75 35X
LOR027* 96 50 65 50 72 75 10x
96 50 50 50 72 75 30X
LORO028* 96 50 65 50 72 75 5x
96 50 52 50 72 75 35X
LOR029* 96 50 65 50 72 75 10x
96 50 50 50 72 75 30X
LORO030* 96 50 65 50 72 75 5x
96 50 55 50 72 75 35X
LOR031* 96 50 65 50 72 75 10x
96 50 54 50 72 75 30X
LOR032* 96 50 65 50 72 75 5x
96 50 53 50 72 75 35X
LOR033* 96 50 60 50 72 75 10x
96 50 53 50 72 75 30X
LOR034* 96 50 60 50 72 75 5x
96 50 51 50 72 75 35X
LOR035* 96 50 60 50 72 75 10x
96 50 51 50 72 75 30X
LOR036* 96 50 60 50 72 75 5x
96 50 50 50 72 75 35X
LOR037* 96 50 60 50 72 75 10x
96 50 52 50 72 75 30X
LORO038* 96 50 60 50 72 75 5x
96 50 51 50 72 75 35X
LOR039* 96 50 65 50 72 75 10x
96 50 52 50 72 75 30X
LORO040* 96 50 65 50 72 75 5x
96 50 57 50 72 75 35X
LOR041* 96 50 65 50 72 75 10x
96 50 51 50 72 75 30X
LORO042* 96 50 65 50 72 75 5x
96 50 51 50 72 75 35X
LOR043* 96 50 65 50 72 75 10x
96 50 53 50 72 75 30X
LOR044* 96 50 65 50 72 75 5x
96 50 54 50 72 75 35X
LOR045* 96 50 65 50 72 75 10x
96 50 52 50 72 75 30X
LOR046* 96 50 65 50 72 75 5x
96 50 50 50 72 75 35X
LOR047* 96 50 65 50 72 75 10x
96 50 50 50 72 75 30X
LORO048* 96 50 65 50 72 75 5x
96 50 51 50 72 75 35X
LOR049* 96 50 65 50 72 75 10x
96 50 52 50 72 75 30X
LOR050* 96 50 65 50 72 75 5x
96 50 53 50 72 75 35X
PCRs para Deteccédo de Elementos Transponiveis de Wolbachia
96 50 63 50 72 50 5X
LOR051* 96 50 50 50 72 50 35X
96 50 58 50 72 50 5X
LOR052* 96 50 50 50 72 50 35X
96 50 60 50 72 50 5X
LOR053* 96 50 50 50 72 50 35X
PCRs para Detecgédo de Fagoss de Wolbachia
96 50 63 50 72 50 5X
LOR054* 96 50 52 50 72 50 35X
96 50 63 50 72 50 5X
LOR055* 96 50 52 50 72 50 35X
96 50 63 50 72 50 5X
LOR056* 96 50 52 50 72 50 35X
96 50 65 50 72 50 5X
LOR057* 96 50 54 50 72 50 35X
96 50 60 50 72 50 5X
LOR058* 96 50 51 50 72 50 35X
96 50 65 50 72 50 5X
LOR059* 96 50 51 50 72 50 35X
LOR060* 96 50 65 50 72 50 5X
96 50 52 50 72 50 35X
*PCR Touchdown
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9. CRONOGRAMA DE ATIVIDADES (2017/2019)

Atividades

Revisdo de Literatura

2017

X

2018

2019

Disciplinas

X

Coleta de Amostras

Diagndsticos Moleculares
para Mansonella ozzardi

Exame de Qualificacdo

Desenho de Alvos
Especificos para Wolbachia

Padronizacdo de Alvos para
Wolbachia

Diagndsticos Moleculares
para Wolbachia

Sequenciamento e Analise
de Dados

x| X| X| X

Analises Filogenéticas

Elaboragdo da Dissertagédo

X X| X| X| X

X X| X| X| X

Defesa da Dissertacéo

X| X| X| X
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