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RESUMO

No Brasil, a Mansonelose é uma doenga filarial cronica que atinge milhare
pessoas residentes de zonas rurais na Amazonia. Até recentemente, ndo hav.a
nenhum tratamento clinico pratico ou opcdes de controle para esta doenca. No
entanto, novas terapias curativas com custo-beneficio viavel voltadas para o uso de
Wolbachia sp. no tratamento para a Mansonelose estdo atualmente sendo estudadas
em paises da Africa. Essas novas opgdes de tratamento tém o potencial de mudar
radicalmente a viabilidade para o controle efetivo da Mansonelose, portanto, existe
uma necessidade urgente para compreender a epidemiologia dessa doenga na
Amazénia. No norte do estado do Amazonas, Simulium oyapockense é um inseto
hematéfago conhecido por ser vetor de Mansonela ozzardi (o mais importante agente
causador de Mansonelose na regido) e Onchocerca volvulus (o unico agente causador
da oncocercose). Apds o isolamento acidental de uma nova cepa de Wolbachia sp. a
partir de um pool de extratos de DNA de S. oyapockense infectados com M. ozzardi,
este estudo usou um novo método de triagem de Tipagem de Sequéncia de Multiplos
Locus (MLST) utilizando baixa temperatura de anelamento (LAT) para classificar esta
nova cepa de Wolbachia sp. e desenvolver um novo método para diagnostica-la com
menor custo e tempo. Apos o teste de 17 ensaios LAT PCR em uma amostra de DNA-
estoque de S. oyapockense (composto de amostras de DNA de 96 espécimes), cinco
desses ensaios (projetados para amplificar as sequéncias dos genes coxA, dnaAa,
ftsZ, fabK e wD 0183) foram selecionados para o diagndstico de Wolbachia sp.
utilizando a abordagem MLST. Dos 96 extratos de S. oyapockense testados com esta
metodologia, 90 foram positivos para os cinco genes-alvo, dois foram positivos em 1-
4 e quatro foram negativos para todos os 5 PCRs LAT MLST, mas positivos para o
CO1 (usado separadamente para controle de amplificagao). A analise das sequéncias
génicas referentes a coxA, dNAa, ftsZ, fabK e wd 0183 obtidos a partir de cinco
extratos de DNA de S. oyapockense nao forneceu evidéncias de variacdo génica entre
as sequéncias dos cinco espécimes testados, independentemente dos alvos usados
para o ensaio. A classificagao filogenética baseada na abordagem MLST, bem como
a analise filogenética realizada usando individualmente cada um dos genes classificou
consistentemente a Wolbachia sp. identificada como pertencentes ao “Super grupo
B”. Os resultados coletados para este estudo sugerem fortemente que mais de 90%
dos espécimes de S. oyapockense coletados em atividades de hematofagia em Sao
Gabriel da Cachoeira estédo infectados com uma unica cepa de Wolbachia do Super
grupo B, denominada como “wSoya”. Futuros estudos serdo necessarios para
determinar se a presenca desta bactéria nesse vetor influencia a dinamica de
transmissao da mansonelose ou oncocercose na regiao.

Palavras-chave: Mansonella spp., Wolbachia sp., Prevaléncia, Filogenia.
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ABSTRACT

Mansonellosis is a chronic filarial disease that affects many thousands of residents
living in the rural regions of the Brazilian Amazon. Until recently there have been no
practical clinical treatments or control options for this disease. Novel cost-effective cu-
rative Wolbachia-targeting therapeutics with the potential to treat mansonellosis are,
however, presently in clinical trials in Africa. These novel treatment options have the
potential to radically change the feasibility of effective mansonellosis control and thus
there is a fresh and urgent need to improve our understanding of mansonellosis epi-
demiology in the Amazon region. In the North of the Amazonas state region, S. oya-
pockense is a hematofage insect known to be a vector of both M. ozzardi (the most
important causative agent of mansonellosis in the region) and O. volvulus (the only
causative agent of onchocerciasis). Following the serendipitous isolation of a novel
Wolbachia sp. sequence from a pool of M. ozzardi infected S. oyapockense DNA ex-
tracts, this study used a novel low-annealing temperature (LAT) Multi Locus Sequence
Typing (MLST) screening method to rapidly classify this new strain and develop a new
method for diagnosing it. After testing 17 different Wolbachia-detecting LAT PCR as-
says on a S. oyapockense DNA stock sample (composed of DNA from 96 simuliids), 5
of these assays (designed to amplify CoxA, DNAa, FtsZ, FabK and WD 0183 gene
sequences) were selected for a MLST-based Wolbachia sp. diagnosing assay. Of the
96 S. oyapockense individual DNA extracts tested with this new methodology, 90
tested positive with all 5 MLST PCRs, 2 tested positive with 1-4 PCRs, and 4 tested
negative for all 5 target-genes, but positive for DNA CO1 amplifiable (using as ampli-
fying control). Sanger sequencing of five CoxA, DNAa, FtsZ, FabK and WD 0183 gene
sequences obtained from 5 Wolbachia positive S. oyapockense DNA extracts, pro-
vided no evidence of within gene sequence variation among the five tested S. oya-
pockense for any of the five target genes used for the MLST assay. MLST phylogenetic
classification of a concatemed of the five gene sequences and phylogenetic analysis
performed using each of the 5 gene sequences individually, consistently classified the
Wolbachia sequences recovered for this study as belong to a Super group B. The re-
sults collected for this study strongly suggest that over 90% of anthropophilic S. oya-
pockense from Sao Gabriel da Cachoeira are infected with a single strain of Super
group B Wolbachia, named as “wSoya”. Future studies will be needed to determine if
the presence of this strain influences the region’s mansonellosis or onchocerciasis
disease transmission dynamics.

Keywords: Mansonella spp., Wolbachia sp., Prevalence, Phylogeny.
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1. INTRODUCAO

A Mansonelose € uma doenca causada por nematddeos filariais transmitic.oo
pela picada de insetos do género Simulium (Diptera) conhecidos como borrachudo ou
pium infectado com microfilarias (Tang et al., 2018). A infeccdo causada por esses
parasitas € considerada uma doenga crénica que atinge mais de 115 milhdes de
africanos infectados apenas com Mansonella perstans (Manson 1891), um dos
nematddeos causadores de Mansonelose (Simonsen et al., 2011).

Casos de Mansonelose ja foram documentados no norte do Brasil, incluindo o
norte do Amazonas, e estao registrados principalmente em comunidades ribeirinhas e
em territorios indigenas entre os municipios e areas de fronteira como Tefé, Coari,
Labrea, Pauini e Sdo Gabriel da Cachoeira onde as taxas de prevaléncia da doenca
chegam aos 50% (Medeiros et al., 2017; Medeiros et al., 2009).

Os insetos dipteros, vetores de parasitos causadores da Mansonelose podem
ser tanto da familia Simuliidae quanto Ceratopogonidae, as quais sao responsaveis
pela transmissdo da doenga em outras partes do mundo (Tang et al., 2018). Ainfeccéo
destes vetores acontece durante o repasto sanguineo das fémeas, mas so6 vai resultar
em vetor-transmissor da doenga se o parasita conseguir ultrapassar barreiras
intrinsecas do inseto e completar o periodo de incubacédo necessario para se tornar
infeccioso (Tang et al., 2018, Ferreira et al., 2020; Medeiros et al., 2017; Guegan et
al.,, 2018). Esse gargalo na biologia do parasita demonstra como a analise do
holobionte do vetor pode ser a resposta para se compreender os mecanismos de agao
e ciclo de vida de organismos parasitados, isto €, o hospedeiro ndo deve ser mais
analisado isoladamente, e sim, ser reconhecido e estudado junto a sua interagdo com
as comunidades microbianas presentes (Guegan et al.,2018; Tang et al., 2018;
Ferreira et al., 2020; Medeiros et al., 2017).

Dentre os microrganismos que infectam vetores estd a bactéria intracelular
Wolbachiasp., a qual €& capaz de influenciar a competéncia vetorial dos seus
hospedeiros através de mecanismos hereditarios (Werren et al., 2008). Esses
microrganismos possuem importancia ndo sé por atuarem no desenvolvimento dos
parasitas dentro de seus hospedeiros, mas também por influenciarem em aspectos
da biologia do vetor, como a longevidade, a qual tem importancia epidemioldgica
(McMeniman et al., 2009; Werren et al., 2008; Kambris et al., 2009). Por exemplo,
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tanto a longevidade do mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) e a habilidade de
certos virus (e.g. Chikungunya, Dengue e Zika), de se desenvolverem dentro do vetor,
é extremamente influenciada pela presenca de Wolbachia spp. (Moreira et al., 2009;
Dutra et al., 2016). Similarmente, a presenga de Wolbachia sp. pode também
influenciar o desenvolvimento de parasitas causadores de filarioses sendo essenciais
para o0 seu desenvolvimento. Por essas caracteristicas, atualmente a bactéria
Wolbachia sp. é utilizada como alvo de farmacos em programas de eliminagdo da
Mansonelose (Taylor et al., 2005; Tang et al., 2018).

Em um estudo molecular realizado no municipio de Sao Gabriel da Cachoeira,
no estado do Amazonas, uma nova cepa de Wolbachia sp. foi encontrada durante uma
analise de extracbes de DNA de Simullium oyapockense (Floch & Abonnenc), vetor
conhecido pela transmissdo de Mansonelose na regido. O proposto para este projeto
tem como primeira etapa caracterizar molecularmente esta nova cepa de Wolbachia
determinar sua frequéncia dentro da populagao de estudo e avaliar se esta bactéria
tem alguma influéncia na prevaléncia de Mansonelose através da infeccdo do seu

hospedeiro artrépode.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Mansonelose

A Mansonelose € uma doencga causada por trés espécies de parasitas filariais,
Mansonella perstans Manson 1891, Mansonella streptocerca (Macfie e Corson), 1922
e Mansonella ozzardi (Manson, 1897). Estes parasitas pertencem ao filo Nematoda,
ordem Spirurida, Superfamilia Filarioidea, familia Onchocercidae (Medeiros et al.,
2017). A doenca é amplamente distribuida e presente em continentes como a Africa,
onde M. streptocerca é endémica e encontrada mais a Oeste e Centro da Africa (Tang
et al., 2018; Ferreira et al., 2020; Medeiros et al., 2017). Ja na América latina, M.
ozzardi € atualmente considerado o parasito mais comum, com casos reportados
desde o México até a Argentina (Crainey et. al., 2018; Medeiros et al., 2017; Lima et
al., 2016).

No Brasil, somente M. ozzardi e M. perstans estao atualmente registradas, com
ocorréncia nos estados do Amazonas, Acre, Mato grosso, Rondbnia e Roraima
(Medeiros et al., 2017). Ha algum tempo se questionava se a distribuicdo de M.
perstans, assim como M. streptocerca, estava restrita apenas para regides africanas,
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porém, essa espécie teve sua presenca registrada na América Latina com base em
estudos moleculares que detectaram sua presenca em comunidades do norte do
estado do Amazonas (Silva et al., 2017; Crainey et al., 2020).

A Mansonelose ndo possui sintomatologia bem definida, mas individuos
parasitados podem apresentar dores articulares, cefaleia, frieza nas pernas, prurido,
tonturas, febre e em certos casos mais graves, lesdes oculares e perda da viséo
(Medeiros et al., 2017, Tang et al., 2018). Essa doenga é negligenciada e, por isso,
possui pouco investimento para pesquisas e nao faz parte da lista e manual de manejo
das vinte principais doencas tropicais negligenciadas do mundo recém-publicado pela
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) e destinado aos agentes de saude (OMS,
2021).

Os registros de ocorréncia de Mansonelose no estado do Amazonas estdo
associados aos municipios de Tefé, Coari, Labrea, Pauini e Sao Gabriel da Cachoeira
nos quais as comunidades ribeirinhas e indigenas sao as mais acometidas por essa
parasitose tendo uma taxa de prevaléncia da doenca acima de 50% em certas
localidades (Tang et al., 2010; Medeiros et al., 2009). Pelo fato desta doencga nao ter
uma sintomatologia bem definida, existe uma certa dificuldade em estuda-la, bem
como detecta-la em inquéritos epidemioldgicos voltados para elucidagcdo do
desenvolvimento dessa doenga a longo prazo. (Simonsen et. al., 2011; Medeiros et.
al., 2015; Tang et. al., 2018; Lima et. al., 2016).

2.2. Ciclo de transmissao

Durante o repasto sanguineo, as fémeas do inseto vetor ingere microfilarias do
humano infectado. Uma vez no vetor, as microfilarias vao se desenvolver e passar por
trés estagios larvais, (L1, L2 e L3) no abdémen, térax e cabega, respectivamente. No
humano, apds a picada do inseto contaminado com a larva em estagio L3, o verme se
desenvolve em adulto, se diferenciando em macho e fémea (Ferreira et al., 2020;
Medeiros et. al., 2017) (Figura 1). As fémeas adultas fertilizadas liberam microfilarias
no hospedeiro até morrerem, essas podendo viver entre 10 e 20 anos. Em areas
endémicas, pessoas sao infectadas repetidas vezes e passam a maior parte de suas
vidas infectadas, tornando a mansonelose uma doenga crénica (Tang et al., 2018). A
localizacdo dos vermes adultos de Mansonella sp. varia de acordo com as espécies,
sendo que poucos desses parasitas adultos sao recuperados durante as dissecacdes
(Bain 2002; Morales Hojas 2009). Em humanos, os parasitas adultos do género
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Mansonella foram ja recuperados da cavidade peritoneal (Tang et al., 2018; Medeiros
etal., 2017). No entanto vermes adultos desses parasitas sdo raramente encontrados,
mas, microfilarias s&o encontradas frequentemente na corrente sanguinea de
residentes da regido amazonica (Crainey et al., 2020).

Durante o periodo de infecgao as microfilarias podem ser detectadas em testes
diagndsticos, como por exemplo, a gota espessa (Tang et al., 2018; Medeiros et. al.,
2017, Ferreira et al., 2020). Devido a alta parasitemia no hospedeiro, ao realizar um
novo repasto sanguineo, o inseto pode se infectar e iniciar o ciclo de transmiss&o da
doenga em um novo hospedeiro humano (Meyers et. al., 1978; Orihel e Eberhard
1998; Medeiros et. al., 2017; Abrahim et. al, 2018).

Mansonella ozzardi
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Figura 1. Ciclo de transmissdo de Mansonella ozzardi Fonte: CDC, 2013.

2.3. Diagndstico

O diagndstico da Mansonelose é realizado, na maioria das vezes, utilizando a
técnica classica de gota espessa e leitura de lamina em microscépio optico (Figura 2)
(Tang et al., 2018; Medeiros et al., 2017; Ferreira et al., 2020). A predominancia do
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uso dessa metodologia no diagndstico esta relacionada, em grande parte, ao local de
coleta das amostras e populagdo afetada, sendo muitas vezes associados a
comunidades ribeirinhas de pouco acesso a outros testes mais especificos e de custo
mais elevado (Tang et al., 2018, Medeiros et. al. 2017, Ferreira et al., 2020; Lima et
al., 2016)

A

Figura 2. Confeccéo da gota espessa ndo mensurada, utilizando sangue capilar, obtido a

partir da pungéo da regido lateral do dedo anular para pesquisa de microfilarias. Fonte: SECRETARIA
DE VIGILANCIA EM SAUDE/MS

Mansonella ozzardi é distinguida de outras espécies de microfilarias por nao ter
bainha, além de sua cauda possuir formato pontiagudo, diferentemente de M. perstans
que possui cauda arredondada e nucleos visiveis em microscopia (Figura 3) (Medeiros
et al., 2015; Tang et al., 2018; Ferreira et al., 2020; Lima et al., 2016).
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Figura 3. Microfilarias. Mansonella ozzardi (a), Mansonella perstans (b) e Mansonella streptocerca (c).
Fonte: Medeiros et al., 2016.

Outras técnicas diagnosticas sao utilizadas para a detecgdo da mansonelose,
como a PCR (Reagao em cadeia da polimerase), que € mais abrangente em relagao
a deteccado, entretanto, possui custo relativamente alto, sendo mais comumente
empregada no campo da pesquisa. Esta técnica também tem como seu foco as
microfilarias presentes na circulacdo do hospedeiro infectado. Devido aos altos niveis
de sensibilidade da técnica e especificidade dos marcadores moleculares utilizados
para deteccgdo, os resultados dessa técnica sdo mais precisos em comparagdo com
resultados de leitura de gota espessa, pois o teste de gota depende da parasitemia
do hospedeiro e podem ocorrer falsos negativos (Tang et.al., 2018; Lima et al., 2016;
Medeiros et al., 2015; Medeiros et al., 2017).

2.4. Tratamento para filarioses

Infecgdes por filariose nao sao normalmente tratados de forma individual, mas
sim com uso em massa de ivermectina (IVM), droga utilizada para o controle de
oncocercose e filariose linfatica na regido africana (Crainey et al., 2017). A Ivermectina
nao possui beneficio clinico, mas elimina as microfilarias da corrente sanguinea e,
portanto, quebra do ciclo de transmissao dos parasitas pelo vetor e previne ocorréncia
de novas infecgdes nas regides de tratamento em massa (Crainey et al., 2017; Tang
et. al., 2021). Embora a ivermectina elimine microfilarias de M. ozzardi da corrente
sanguinea, essa ainda n&o é usada para tratamento em massa para o controle da
Mansonelose (Medeiros et al., 2017; Basano et al., 2014; Tang et al. 2018; Tang et.
al., 2021). A Ivermectina tem pouco impacto nas microfilarias de M. perstans, pois

ainda n&o ha concordancia em relacéo ao tratamento deste parasito, desse modo tem
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sido adotado o uso de albendazol, tiabendazol, DEC (dietiicarbamazina) e
mebendazol no combate a microfilaremia. No entanto, M. perstans tanto em regides
da Africa quanto América Latina, ainda n&o & alvo de controle (Tang et al. 2021).

Na busca de novos tratamentos e drogas para o combate a filariose, foi
evidenciado que a presencga da bactéria do género Wolbachia tem influéncia positiva
para o desenvolvimento e reproducéao de filarias (Taylor et. al., 2005). Por esse motivo,
essas bactérias tornaram-se alvo no tratamento de filarioses, com a utilizacido do
antibidtico Doxiciclina (DOX), o qual mata as Wolbachia nestes parasitas (Taylor et al.,
2005) Pelo fato de filarias e vermes adultos dependerem das bactérias da Wolbachia
para sua sobrevivéncia, estas acabam morrendo em fungdo da morte das bactérias
(Crainey et al., 2017; Tang et. al. 2018; Tang et. al., 2021). O mecanismo de ac¢ao da
DOX como substancia antibidtica se da pela inibicdo da sintese de proteinas
bacterianas via porgédo 30S dos ribossomos. Sua meia-vida de eliminagao plasmatica
esta compreendida entre 12 e 24 horas sendo necessario seu uso diario por quatro
semanas consecutivas (Tang et. al., 2018; Tang et. al., 2021). A doxiciclina €, portanto,
um tratamento efetivo para uma série de infec¢des por parasitas filariais humanos e
animais, mas com tratamento de duracao prolongada (Tang et al., 2018; Tang et. al.,
2021). Uma vez que M. ozzardi e M. perstans possuem associacdao com Wolbachia,
existe uma perspectiva de que esses tratamentos anti-Wolbachia de curta duragao
propostos para a eliminagdo da oncocercose e da filariose linfatica, possam ser
empregados no controle e eliminacdo da mansonelose e, dessa maneira, fazer com
que a eliminagao de M. ozzardi seja significativamente mais barata e viavel (Bakowski
et al., 2019, Crainey et al., 2020; Tang et al., 2021).

2.5. Wolbachia sp.

Wolbachia é uma bactéria gram-negativa, intracelular obrigatéria que € herdada
citoplasmicamente e infecta mais de um milhdo de espécies de insetos e nematddeos
filariais, cerca de 75% dos organismos catalogados atualmente (Tortora, 2017). Essa
bactéria foi reportada pela primeira vez por Hertig e Wolbach no tecido reprodutivo do
mosquito Culex pipiens (Linnaeus, 1758) dando origem ao nome de sua Unica espécie
Wolbachia pipients (Hertig e Wolbach, 1924).
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Figura 4. Célula de Aedes albopictus infectada com Wolbachia. Fonte: World mosquito
program
Bactérias do género Wolbachia sao encontradas nas glandulas salivares,

cérebro, musculo, retina e principalmente no tecido reprodutivo dos seus hospedeiros.
Sao herdadas por transmissdao vertical (heranga materna), entretanto mais
recentemente foi observado, que também ocorre através de infec¢ao horizontal entre
vespas e afideos (Werren et al., 2008). Uma vez infectados, os hospedeiros podem
sofrer alteragbes como incompatibilidade citoplasmatica (IC), efeito mais
frequentemente encontrado, o que evita que os machos infectados tenham sucesso
no cruzamento com fémeas que nao sao infectadas ou que ndo possuam a mesma
linhagem de Wolbachia (Kambris et al., 2009). Outro efeito € a feminizacao, resultado
da transformacéo da prole de machos em fémeas e morte de machos para favorecer
as fémeas (propagacao da espécie) e partenogénese, a qual elimina a participagao
dos machos na reproducao (Hoerauf et al., 2007). Essas caracteristicas, em particular
IC, estdo sendo amplamente abordadas em pesquisas para aplicacdo no controle
natural de vetores de parasitas causadores de doengas em humanos e pragas
agricolas utilizando técnicas moleculares para infecgao artificial de vetores com este
género de bactérias (Kambris et al., 2009). A exemplo, ha o programa World Mosquito
Program, uma iniciativa internacional sem fins lucrativos que utiliza a bactéria
Wolbachia artificialmente inserida em Aedes aegypti para que se reproduzam com 0s
Aedes aegypti locais estabelecendo, aos poucos, uma nova populacdo destes
mosquitos, todos com Wolbachia e quando presente neste mosquito, a Wolbachia
impede que os virus da dengue, Zika, Chikungunya e febre amarela urbana se
desenvolvam dentro dele, contribuindo para reducédo destas doencas. Atualmente

essa metodologia € implementada no Brasil e é conduzido pela Fundagdo Oswaldo
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Cruz (Fiocruz), com financiamento do Ministério da Saude, em parceria com 0s

governos locais (Gesto et. al., 2021).

2.5.1 Classificagao de Wolbachia

Anteriormente, as bactérias Anaplasma, Ehrlichia, Cowdria, Neorickettsia e
Wolbachia faziam parte de um grupo de bactérias classificadas de acordo com
caracteristicas morfoldgicas, ecologicas, epidemioldgicas e clinicas. Com a utilizagéo
da biologia molecular no diagndstico e na pesquisa cientifica foi observado que
existem diferencas genéticas entre os representantes deste grupo e, recentemente, o
género Wolbachia foi reagrupado em outro taxon tendo sua atual classificagcdo como
pertencente a classe Alphaproteobacteria, ordem Rickettsiales e familia
Anaplasmataceae (Bowman et al., 2011; Dumler et al., 2001).

Com o avanco de tecnologias cientificas na identificagdo de microrganismos, o
estudo genético surgiu a fim de elucidar mecanismos e comportamentos que
interferem diretamente na epidemiologia dos insetos. Os esquemas tradicionais de
tipagem molecular para a caracterizagdo de microrganismos patogénicos sao pouco
portateis porque indexam variagdes que sao dificeis de comparar entre laboratorios
(Maiden et. al.,, 1998). A necessidade de caracterizacdo de alta sensibilidade de
isolados levou ao desenvolvimento de uma ampla gama de métodos de tipagem de
cepas, incluindo tipagem de sequéncia multilocus (MLST), a qual se tornou o método
de escolha para analise de muitos organismos bacterianos (Magurran et al., 2004).

A utilizacdo de MLST para avaliar a presenga da bactéria Wolbachia sp. em
vetores e filarias € amplamente utilizada pois ela usa alelos como unidade de
comparacgao, em vez de sequéncias de nucleotideos podendo avaliar varios loci com
sequéncias altamente conservadas de genes ortélogos (marcadores de especiagao)
(Maiden et. al., 1998). A diversidade filogenética resultada desses dados é uma
medida base de informagbes que incorpora as relagdes genéticas das espécies
podendo assim definir a origem e a associagdo com seus hospedeiros através da
analise de genes de manutencéo (Maiden et. al., 1998).

Mesmo metodologias com resultados satisfatérios para analise filogenética de
novas espécies ha uma dificuldade nas tentativas de reestruturar a filogenia molecular
com arvores filogenéticas de Wolbachia, ha divergéncias que precisam ser

consideradas quanto a limitagdo de genes a serem utilizados que geram resultados
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incongruentes quanto a posi¢gdo de uma raiz valida. Dessa forma os estudos
filogenéticos para Wolbachia muitas vezes sao dispendiosos devidos aos reagentes
utilizados para multiplas rea¢des de PCR na busca de isolar sequéncias satisfatorias
para um sequenciamento molecular de qualidade e posterior aplicacao de dados em
analises filogenéticas (Bordenstein et al., 2009; Maiden et al., 1998; Paige et al., 2017;
Figueiredo et. al., 2003). Bordenstein et al., (2009) sugere que a eliminagdo ou
reducao do erro sistematico associado as interferéncias nesse tipo de estudo podem
ser alcangadas utilizando uma melhor amostragem de taxons porque permite maior
deteccao de multiplas substituigdes e a aplicagao de uma selegao rigorosa de genes
para aumentar a relacao da filogenética.

Lefoulon et al. (2009) utilizou em seu estudo a abordagem MLST com os genes
16S rDNA (menor unidade ribossomal), wsp (Wolbachia surface protein) e ftsZ
(filamenting temperature-sensitive mutant Z) responsaveis por codificar uma das
subunidades que compde o ribossomo (rRNA), uma proteina de adesao especifica
desta bactéria e uma das proteinas responsaveis pela divisdo celular,
respectivamente. Bordenstein et al. (2009) em seu estudo analisando 21 sequéncias
moleculares baseadas em sequéncias-alvo de Wolbachia construiu uma arvore de
Maxima Verossimilhancga sugerindo a existéncia de ao menos 7 supergrupos (A-F, H).
Nas analises filogenéticas mais recentes de Lefoulon et al. (2020 a; 2020 b) foi descrito

mais 3 supergrupos: J, L, S.
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Figura 5. Arvore filogenética dos supergrupos (A-F, H, L, S) de Wolbachia baseada na concatenagéo

de seis genes. (Fonte: Lefoulon et al., 2020a)
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Figura 6. Arvore filogenética dos supergrupos (A-F, J-L, S) de Wolbachia baseada na concatenagao de
160 ortogenes. (Fonte: Lefoulon et al., 2020b)

Os supergrupos A, B, E e H sdo encontrados apenas em hospedeiros
artrépodes; os supergrupos C, D e J sao encontrados exclusivamente em nematédeos
filariais; por fim, o supergrupo F infecta tanto artrépodes quanto parasitas, incluindo o
género Mansonella (Lefoulon et al., 2020). O supergrupo F € o unico supergrupo
descrito que infecta tanto artrépodes quanto parasitas filariais (Figura 7) (Werren et
al., 2008). Em estudo realizado por Crainey et. al., (2010), foi encontrada uma cepa
de Wolbachia infectando Simulium squamosum (Enderlein, 1921), sendo esta a Unica
cepa de Wolbachia até o momento conhecida infectando insetos do género Simulium,

mas ainda n&o incluido em nenhum supergrupo filogenético conhecido.
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Com uma gama de informagdes agora disponiveis sobre a distribuicao de
Wolbachia em diferentes populagdes, aumentam-se as pesquisas focadas em como
o desenvolvimento dos patdégenos é impactado em seus vetores infectados com
Wolbachia (McMeniman et al., 2009, Kambris et. al., 2009, Gomes et. al., 2017). Em
um trabalho dessa natureza feito por Kambris et al. (2009) mostrou-se que o
desenvolvimento do parasita Brugia pahangi, uma espécie de filaria que infecta
animais domésticos e selvagens, € inibido pela presenga de Wolbachia nos vetores
Aedes aegypti artificialmente infectados. Embora Wolbachia tenha sido encontrado
naturalmente infectando varios vetores importantes de parasitas filariais, incluindo
Culex pippens (o vetor principal de Wuchereria bancrofti) e S. damnosum (o vetor
principal de O. volvulus) em regido da Africa, o efeito que esses endossimbiontes tém
sobre a epidemiologia natural dos parasitas ainda nao é objeto de investigacdes
detalhadas (Crainey et al, 2017; Crainey et. al., 2010). Entretanto, nos poucos estudos
feitos demonstram que infecgdes naturais podem alterar o desenvolvimento de

patégenos (Gomes et al. 2017).
2.6. Vetores de Mansonelose

Os vetores de Mansonelose podem ser tanto do género Culicoides

(Ceratopogonidae) quanto Simullium (Simuliidae) dependendo da area de foco da
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doenga. Em paises do Caribe as espécies relacionadas a transmissao de M. ozzardi
sdo Culicoides furens (Poey, 1853), Culicoides barbosai (Kettle, 1968) e Culicoides
Phlebotomus (Williston, 1896). No México, ha presencga C. furens e acredita-se que,
também, a espécie Culicoides paraenses (Goeldi, 1950) esteja envolvida na
transmissdao de M. ozzardi. Ainda ndao se sabe a respeito da transmissdo de
Mansonella ozzardi por Culicoides spp. na Regiao Amazénica (Shelley e Cdscaron,
2001).

Figura 8. Microfilarias em cabega de Culicoides. a. Microfilarias de Mansonella perstans emergindo da
probdscide de Culicoides austeni. b. Microfilarias de M. perstans pronta para emergir do labro
estendido. Fonte: Medeiros, 2017.

A familia Simuliidae (Diptera) € amplamente distribuida no mundo, possuindo
31 géneros, 53 subgéneros e cerca de mil e oitocentas espécies (Adler, 2021). Sao
insetos holometabolos, cujos imaturos (ovo, larva e pupa) habitam ambientes de agua
corrente e podem ser encontrados em ambientes diversos, como: aguas frias
(proximas a 0°C) e quentes (acima de 25°C); altitudes variando desde o nivel do mar
até 5.000m; agua doce e com baixo grau de salinidade; aguas limpas e com turbidez;
alto e baixo nivel de saturagdo de oxigénio. Sendo condi¢cdo obrigatéria para sua
sobrevivéncia, a presenca de agua corrente (Coscaréon & Arias, 2007; Lane e
Crosskey, 1993). Quando adultos, sao alados, medindo entre 1 e 5 mm, com coloragao
preta ou cinza, podendo ser amarelados em algumas espécies (Lane e Crosskey,
1993). Quando adultos habitam o ambiente terrestre com grande capacidade de

dispersédo que pode chegar a varios quildmetros. Possuem habitos diurnos, podendo
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se alimentar de néctar e sangue de animais e humanos (fémeas), fato que implica
diretamente na disseminagdo de parasitas, sendo observado mudangca no
comportamento de animais na tentativa de evitar o ataque de Simulideos. (Baldwin et
al., 1975; Butler & Hogsette, 1998; Hunter et al., 1997; Smith et al.,1998; Lane e
Crosskey, 1993). As fémeas realizam a cdpula somente uma vez, porém sido capazes
de realizar mais de uma oviposigao. Adultos geralmente vivem de 2 a 3 semanas,
podendo sobreviver até 85 dias em algumas espécies, além de possuirem grande
importancia ecoldgica servindo de alimento para varias outros espécies tanto em

estagio larval quanto adultos (Butler e Hogsette, 1998).

Figura 9. Culicoide (Ceratopogonidae) (Maruim),  Figura 10. Simulium (Simulidae) (Pium)
Fonte: LPC Carvalho, 2015. Fonte: Medeiros, 2017.

Na Amazénia Brasileira, os simulideos ja sé&o conhecidos por serem
transmissores de Mansonella ozzardi e a filaria Onchocerca volvulus (Leuckart, 1894)
outra espécie de nematddeo filarial causador da doenga oncocercose, comumente
chamada de cegueira dos rios (Lane e Crosskey, 1993; Adler e Mccreadie, 2019). Os
vetores implicados pela transmissdao de M. ozzardi sdao as espécies Simulium
argentiscutum (Shelley & Luna Dias, 1980), Simulium amazonicum (Goeldi, 1905) e
Simulium oyapockense (Shelley e Coscaron, 2001; Medeiros et al., 2017). Sendo
Simulium oyapockense ja incriminado como vetor de Mansonella ozzardi em Sao

Gabriel da cachoeira, municipio do estado do Amazonas (Roméo et. al., 2021).

29



3. JUSTIFICATIVA

Historicamente, o controle e eliminagao de parasitas de Mansonelose da regiao
amazodnica ndo era uma opgao pratica e, portanto, pouco esforgo foi investido no
estudo de sua epidemiologia. O desenvolvimento de novos tratamentos curativos para
as filarioses esta mudando esse cenario, tornando o controle e a eliminacdo desses
parasitas cada vez mais viaveis. Novas abordagens que utilizam a bactéria Wolbachia
em varios Paises, incluindo o Brasil, demonstram como o conhecimento da sua
relagdo com insetos vetores tem impacto direto na epidemiologia de doencgas. A
descoberta de uma nova cepa de Wolbachia infectando S. oyapockense, sendo essa
a segunda ocorréncia de uma cepa de Wolbachia infectando insetos do género
Simulium e a primeira ocorréncia no Brasil, encontrada a partir em um estudo anterior
que realizava o levantamento da diversidade genética de Wolbachia em Mansonella
ozzardi de Sao Gabriel da Cachoeira abre assim uma nova linha de pesquisa que
busca avaliar se esta bactéria endossimbionte influencia no desenvolvimento das
larvas de filarias infectando os insetos vetores desse género, ja sendo reconhecido na
literatura a importancia dessas bactérias tanto para nematédeos quanto artropodes.
Uma perspectiva clara sobre a dindmica de transmissao de parasitas filariais e um
bom entendimento de como essa nova cepa de Wolbachia impacta a biologia de S.
oyapockense (vetor de Mansonelose em S&o Gabriel da Cachoeira) ira fornecer
informacdes para serem aplicadas em novos estudos que visam contribuir para

programas de eliminagcédo da Mansonelose na regidao Amazoénica.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Caracterizar geneticamente uma nova cepa de Wolbachia sp. e avaliar sua frequéncia
em uma populagdo de Simulium oyapockense no municipio de Sao Gabriel da

Cachoeira.
4.2 Objetivos Especificos

e Classificar molecularmente uma nova cepa de Wolbachia isolada de uma

populagao de Simulium oyapockense de Sao Gabriel da Cachoeira
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e Desenvolver um novo ensaio para detectar e caracterizar a presenca de
Wolbachia em Simulium oyapockense
e Avaliar a frequéncia de Wolbachia em uma populacdo de Simulium

oyapockense de Sao Gabriel da Cachoeira.

5. METODOLOGIA

5.1. Area de estudo e aspectos éticos

A parte laboratorial deste projeto foi realizada nas dependéncias da Fundagéao
Oswaldo Cruz/Instituto Lednidas e Maria Deane FIOCRUZ/ILMD e no Laboratério de
Citotaxonomia de Insetos Aquaticos do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazoénia/INPA utilizando espécimes de S. oyapockense coletados anteriormente no
municipio de Sao Gabriel da Cachoeira. A captura desses vetores foi realizada
seguindo um protocolo aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Fundacéao
Osvaldo Cruz-FIOCRUZ / 10C: CAAE: 41678515.1.0000.5248)

COLOMBIA

i
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Figura 11. Local de coleta. Municipio de Sao Gabriel da Cachoeira, Amazonas, Brasil. Fonte: Differential
resilience of Amazonian otters along the Rio Negro in the aftermath of the 20th century international fur

trade.
5.2. Procedimentos
5.2.1 Coleta de insetos

Os insetos foram coletados por meio da técnica de exposicdo humana com uso

de 6leo mineral, onde uma camada do produto foi aplicada diretamente sobre a pele.
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Os insetos presos na camada oleosa foram entdo capturados com auxilio de uma

pinca e armazenados em frascos contendo alcool (Roméao et al. 2019).

Figura 12. Coleta de insetos utilizando 6leo mineral Fonte: Laboratorio de filarioses, 2019.

5.2.2 Identificacdo taxondmica e armazenamento de espécimes de Simullium
oyapockense

Aidentificacdo do material como Simullium oyapockense foi realizada com base
nas chaves de identificacdo de Shelley et al., (2010) e Coscarén e Coscardn-Arias
(2007). Os insetos foram dissecados em trés porgdes: cabeca, térax e abdémen. As
cabegas e torax (sem pernas) foram armazenados separadamente em microplacas de
96 pocos identificadas e contendo alcool etilico hidratado 96°gl para posteriores

analises.

Figura 13. Simulideos em alcool dispostos em placa de petri para dissecagao. Fonte: Laboratério de
filarioses,2019
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5.2.3. Extracao e confirmagao de DNA amplificavel de col

Para analises moleculares foram utilizados os 96 abdomens e pernas de
espécimes dissecados e identificados taxonomicamente como Simullium
oyapockense, conforme descrito acima. Estes foram submetidos a extracdo de DNA
através de técnica de maceragdo com pistilos utilizando o kit Dneasy® Blood and
Tissue (QIAGEN, Hilden, Alemanha) seguindo as recomendagbes do fabricante com
adaptacao para overnight de 18 horas e repouso de 5 minutos nas duas etapas finais

antes da centrifugacao.

Figura 14. Abdomens de Simulideos sendo macerados com pistilo diretamente em tubo com

solugdo de proteinase k. Fonte: Laboratério de filarioses, 2019.

Apos a etapa de extragcdo, o DNA foi submetido a Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) em um termociclador Techne TC-512 (AnaliticaReino Unido), para
obtencdo das sequéncias correspondentes ao fragmento do gene CO1 (DNA
barcoding) para identificagdo molecular da espécie S. oyapockense. Foram utilizados
os primers HCO2198 e LCO1490 (658-bp), seguindo protocolo (Tabela 1) ja
padronizado para técnica (Folmer et al., 1994) adaptando-se a temperatura das
diferentes etapas, conforme tabela a seguir.
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Tabela 1. Programacgao da reacéo de sequenciamento adotada nesse experimento

para a amplificagdo do COI.

ETAPA PROTOCOLO CICLOS
94°C — 3 minutos 1x
94°C — 60 segundos
UNICA 45°C — 1:30 minutos 45x
72°C — 1:30 minutos
72°C — 5 minutos 1x

Para o preparo do mix dos reagentes para a reacdo da PCR foi utilizado o kit
GoTaqg® DNA Polymerase (Promega, EUA), seguindo as instrugbes do fabricante:
para volume de 50uL finais para cada amostra de inseto, foi utilizado 5 L de DNA
extraido, 10 yL de buffer 5x (verde), 4 pL de MgClz (25mM), 5 pL (100uM), de cada
um dos pares de primers (foward e reverse), 1 yL de DNTPs a 10mM, 0,2uL de GoTaq
Polimerase (5 U/uL) e 19,8uL de agua destilada estéril.

Para avaliar o resultado da amplificacédo foi realizado eletroforese em gel de
agarose a 1,2% com base em protocolo de Sambrook e Russel (2001) utilizando
produto da reacdo de PCR e marcador de peso molecular Ludwig Biotec ladder 100
pb (0,1 pg/uL). O resultado foi visualizado em transiluminador (UV302nm T26M,

BioAgency, pais) com camera fotografica acoplada (EOS Rebel T3, Canon).

5.2.4. Desenvolvimento de metodologia a partir de PCR para caracterizagcédo e
deteccao de Wolbachia

Um modelo de deteccdo de Wolbachia a partir da otimizacdo de um protocolo
padrao de PCR foi aplicado neste trabalho com a expectativa de diminuir o tempo e
custos aplicados em pesquisa de biologia molecular com alvos MLST ja pré-
determinados. Inicialmente houve a selecdo de sequéncias-alvo para deteccao de
Wolbachia que possuem melhor utilidade taxonédmica comprovada para constru¢ao de
analises filogenéticas utilizando-se o protocolo padrdao de MLST (Borderstein et al.
2009). O protocolo padréao de amplificagcao de DNA foi desenvolvido para baixa
temperatura de anelamento a fim de maximizar a possibilidade dos primers
amplificarem os genes-alvo presentes no DNA extraido de cada amostra. Qual critério

para isso?
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Ao total 21 ensaios de PCR foram aplicados utilizando um unico protocolo de
PCR (tabela 3) e reacdo de mix padrao (mesmo mastermix de reagao CO1, citado
acima). Todos os 21 ensaios foram “nested” PCRs com duas etapas de reagado. A
primeira reagcado de PCR projetada para amplificar um fragmento de PCR entre ~600
e ~800 pb em tamanho e a segunda projetada para amplificar um fragmento interno
entre ~400 e ~600 pb em tamanho. A primeira PCR amplificou produtos utilizando 5
ML de extrato DNA de Simulium spp. e a segunda reagao amplificou produtos de PCR
utilizando 5 pL do produto da primeira reagdo de PCR. Na tabela 2 estao listadas as
sequéncias, primers e alvos utilizados para estes 21 ensaios. O DNA utilizado na
primeira reagao foi realizado a partir de uma solugdo-estoque de DNA que foi

composto por 10 yL de cada umas 96 amostras.

Tabela 2. Alvos e sequéncias iniciadoras para a deteccdo de Wolbachia nas amostras
de Simulium oyapockense analisadas.

ALVO SEQUENCIA Banda (pb) Atuagio
Ftsz_UNI_F1: GGAGCATATAAAAGATAGTCAT 1° Ciclo: Proteina de
FtsZ_UNI_R1: ATCRATRCCAGTTGCAAG ~700pb membrana para

ftsZ
FtsZ_int_F2: CTTTTCATCACGGCAGGAAT 2° Ciclo: divisao celular
FtsZ_int R2: ATCTTCTCCCTCCGCTTCTC ~430pb bacteriana
Wd0183_F1: C(R)AGGCTGGAGTTAGTCAGG 1° Ciclo:
Wd0183_R1:T(KS)(Y)ACC(M)ATTGCAAATTCA ~750pb  proteina da biogénese
wd0183
Wd0183_INT_F2: TTTTTGCTTGG(Y)GGAGTAGT 2° Ciclo: do citocromo tipo C
Wd0183_INT_R2: GACGTCA®TTCCGTTC(Y)TGT ~500pb
CoxA _F1: GCCCCATTTGAAGAGGTGTA 1° Ciclo:
CoxA _R1: TCGCTTTAGCGGTRCT(T/G)GCT ~850pb Citocromo c oxidase
coxA
CoxA _INT_F2: GTCGGGTATACGCCTT(A/G)GCA 2° Ciclo: Subunidade 1

CoxA_INT_R2:TTGGTCA(T/G)CC(T/G)GAAGTTTAC  ~650pb
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dnaA

fabK

nouG

nuoD

pdhB

sucB

DnaA_F1: TCCAATACCAGG(A/C)AGCAACC
DnaA_R1: TTACAAGACC(A/G)CGAAGCCT
DnaA_F2:TCTCCTAG(C/T)GATCTTGATGGA

DnaA_R2: CTCCTAG(C/T)GATCTTGATGGA

FabK_F1:TTGGC(A/G)TAATTGCATGT(T/G)GT
FabK_R1: CTTTGGCCTGCCATTAAAGA
FabK_F2:GG(T/C)GG(A/G)(T/C)TACCGACAAAACC

FabK_R2: TGGAATTACAGGAAAATCAG(C/A)A

NouG_F1:TAA(Y)GGATCTTGACCGATGA
NouG_R1: TT(Y)GGGCCACTTATTGAAAC
NouG_F2:GCATT(Y)TCTAT®CCCT(S)A(RY)

NouG_R2: GTGGGAAGTGCGATCAGAGT

NuoD_F1:TTGGAGCGATRACTCCTCTT
NuoD _R1: GCAAGCATGTG(Y)CCTTTT
NuoD_INT_F2:TATTAGGCCAGGTGGAGTGG

NuoD_INT_R2: GTTTTCATCTC(Y)GCTCTTGG

PhB_F1:CGAAAGGATTGCTGAAGGAG
PhB_R1:ACCCTCTTCTACGCTGACCA
PhB_INT_F2:GGATTTGCTGGTCTTGCTGT

PhB_INT_R2:TT(R)CATC(Y)TTTCCTTC(Y)CGT

SucB_F1:TTGCGGAGGGTTTAT(K)ATCG
SucB_R1:CTGACAAAACAGCGCTTGAA
SucB_INT_F2:TC(R)GCACTCCGAATAACCGG

SucB_INT_R2:GCTGAACA(R)CCTGC(R)GT(RR)A

1° Ciclo:

~730pb

2° Ciclo:

~375pb

1° Ciclo:

~780pb

2° Ciclo:

~420pb

1° Ciclo:

~940pb

2° Ciclo:

~410pb

1° Ciclo:

~750pb

2° Ciclo:

~440pb

1° Ciclo:

~680pb

2° Ciclo:

~400pb

1° Ciclo:

~850pb

2° Ciclo:

~400pb

ATPase iniciadora da

replicacao

Trans-2-enoil-ACP

redutase fabK

Subunidade gama da

NADH desidrogenase

Subunidade | D de

NADH desidrogenase

Subunidade beta da
piruvato
desidrogenase do

complexo E1

2-oxoglutarato
desidrogenase E2
componente
dihidrolipoamida

succiniltransferase
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nadH

hcpA

wd0237

wd1005

wd0198

aspC

aspS

NadH_F1:GGTGTACATTGCCCACATGA
NadH_R1:TCTGGCTGGAAGAGCAAACT
NadH_INT_F2:AAGACCCGCGTATCAC

NadH_INT_R2:GCCTGTAAATCGGGCTATGA

HcpA_F1:TCTCAAAAATTTACGAAGCTCAT
HcpA_R1:GCTCTTCGACCAATGCAGAT
HcpA_INT_F2:ATCCACGTCTTCGTTCTGCT

HcpA_INT_R2:GCATCACGCACTTTACCAAA

Wd0237_F1:GAATGCTCGACATTGGGTTT
Wd0237_R1:GGCTGGATCCAAGTG(R)TAAA
Wd0237_INT_F2:TCAGGCTGCAAATTTTTC

Wd0237_INT_R2:AATTGGTTTGGTTTCGCTGA

Wd1005_F1:GGTAGCGGCACTTCAAGAAA
Wd1005_R1:CAGCGTATAAGCTCTCCAACC
Wd1005_INT_F2:TGATG(Y)GCTGGAGAG(R)TATG

Wd1005_INT_R2:AGATTGTGTAGCGGGCAAGT

Wd0198_F1:TGGTCTCACGGAATTTCTCC
Wd0198_R1:TTCCGGCTAACCCTAACGAA
Wd0198_INT_F2:CCTCAAGGTAAAGGCCACAA

Wd0198_INT_R2:CTGTAGCAACACGTGCCATT

AspC_F1:AAGCCATCACCTACGATTGC
AspC_R1:A(Y)TCTCCAGCCTGTCAT(Y)GC
AspC_INT_F2:GCGTTTTAGCTGCAGGAGAG

AspC_INT_R2:CGTG(R)GGATATTC(M)AGCAAT

AspS_F1:CCGGAGTCGAGGTGATA
AspS_R1:ATC(Y)CC®GGCTCT(R)T(R)TTCG
AspS_INT_F2:AAAGTGTTCGCCAAATTTTCTC

AspS_INT_R2:GAAGCT(K)CGTGGTTCCTCT(K)

1° Ciclo:

~720pb

2° Ciclo:

~400pb

1° Ciclo:

~600pb

2° Ciclo:

~420pb

1° Ciclo:

~900pb

2° Ciclo:

~440pb

1° Ciclo:

~800pb

2° Ciclo:

~400pb

1° Ciclo:

~600pb

2° Ciclo:

~480pb

1° Ciclo:

~700pb

2° Ciclo:

~480pb

1° Ciclo:

~920pb

2° Ciclo:

~250pb

desidrogenase

proteina nao

caracterizada

Transposase nao

caracterizada

Proteina hipotética

fator de alongamento

da tradugéo FusA

GTPase

Proteina nao

caracterizada

aspartil-tRNA

sintetase
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AtpD_F1:TCCCCATTTCAGCTATTTGC 1° Ciclo:

AtpD_R1:TGAGTGTGGT(Y)CGCTGAAAG ~730pb ATP sintase
atpD

AtpD_INT_F2:GTTGCAGGAGCTGGATCAGT 2° Ciclo: subunidade B

AtpD_INT_R2:AGA(R)AG(R)ACGCGTGAAGGTA ~400pb

Tabela 3. Ciclagem para identificagdo de Wolbachia com técnica MLST.

REAGAO PROTOCOLO
94°C - 50 segundos 5 CICLOS
1e2* 47°C — 50 segundos

72°C — 1:10 minutos
94°C - 50 segundos 40 CICLOS

50°C — 50 segundos
1e 2*
72°C — 1:10 minutos

72°C — 10 minutos 1 CICLO

*PCR tipo Nested realizado em 2 etapas. 1° PCR utilizando como amostra DNA extraido, 2° PCR utilizando como amostra
amplicons provenientes da 1° reagéo

5.2.5. Screaning de populacdo de Simulium oyapockense para presenca de
Wolbachia utilizando diagnostico MLST

ApoOs a realizagdo do screaning de 21 ensaios de PCR para deteccao de
Wolbachia, cinco ensaios foram selecionados para diagnéstico de infecgées nos 96
espécimes de S. oyapockense coletados em Sao Gabriel da Cachoeira. Para isso, 5
WL de extrato de DNA de cada amostra individual foi utilizado para os cinco ensaios
utilizando os seguintes alvos coxA, ftsZ, fabK, wd0183 e dnaA. Desses ensaios, cinco
amostras que foram positivas para os cinco alvos utilizados foram selecionados para
0 sequenciamento e para a confirmacao de que o produto havia sido amplificado com

gene-alvo corretamente.

5.2.6. Purificacao de produtos de PCR e sequenciamento de Sanger

As amostras escolhidas para sequenciamento foram purificadas utilizando o kit
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QlAquick PCR Purification seguindo as recomendagdes do fabricante sem uso de
indicador de pH. Os produtos das purificagcbes foram sequenciados no Laboratério
Tematico de Biologia Molecular (INPA-Manaus), onde foram submetidos a reacdo de
sequenciamento (Sanger) utilizando o kit BigDye Terminator v3.1 e os mesmos
iniciadores das reagdes de PCR (ftsZ, coxA, fabK, wd0183 e dnaA). Os produtos da
reacao de sequenciamento foram precipitados com EDTA/Etanol, seguindo o
protocolo de Platt (2007), com modificagdes; por fim, foram sequenciados em ambas
diregdes (Senso e antisenso) no sequenciador automatico DNA ABI PRIM 3130xl
(Applied Biosystems, EUA).

5.2.7. Analise de dados do sequenciamento

Os cromatogramas gerados da reagao de sequenciamento tiveram suas
sequéncias extraidas no formato FASTA utilizando o programa Cromas lite. Essas
sequéncias obtidas do sequenciamento foram inicialmente alinhadas utilizando o
programa ClustalX (versao 2.1) utilizando as fitas senso e antisenso para formagéao
de sequéncia consenso editada no programa Genedoc (versao 2.7). Durante a
construcdo das sequéncias consenso, 0s nucleotideos despareados foram
modificados para “N” e alocados manualmente utilizando como referéncia a
cromatografia da amostra quando a base era incerta.

As sequéncias consenso de cada um dos genes-alvo foram entdo alinhadas
utilizando o programa ClustalX junto a 24 sequéncias de referéncia disponiveis no
banco de dados online Genbank (anexo 8). As referéncias selecionadas para esse
conjunto de alinhamentos tém como base 24 cepas de Wolbachia que foram usadas
nas classificagdes filogenbmicas do trabalho de Lefouloun et al. (2020). Uma
sequéncia de ftsZ isolada de outra espécie de Simulideo (S. squamosum) e
sequéncias de ftsZ de parasitas do género Mansonella que estavam disponiveis no
GenBank também foram utilizadas neste estudo. As cepas de Wolbachia wDcau e
wCtub, também utilizadas por Lefoulon et al. (2020), ndo tinham sequéncias ftsZ

disponiveis, mas foram usadas em todas as outras analises.

5.2.8. Analise filogenética

Utilizando a sequéncia dos cinco alvos (ftsZ, coxA, dnaA, wd0183 e fabk) junto

as sequéncias de referéncia foram construidas arvores filogenéticas com maxima
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verossimilhanga para andlise individual. Essas sequéncias também foram
concatenadas para produzir um alinhamento com 2.271 pb para formagao de arvore
MLST com Maxima Verossimilhanga. Todas as arvores filogenéticas para este projeto
foram construidas usando programa dnaml, programa para avaliar distancia entre
espécies disponivel no pacote de PHYLIP (versao 3.698) e visualizadas e exportadas
usando programa figtree (versao 1.4.4). Arobustez das arvores construidas foi testada
utilizando 1000 réplicas de alinhamentos gerados com o programa Segboot e dnaml
(pacote Phylip). Foi utilizado o programa Consense (pacote Phylip) para gerar uma
arvore de consenso das 1000 arvores produzidas com as réplicas de alinhamento. A
avaliacao de confianga da topologia de arvores de distancia foi feita visualizando o
suporte de bootstrap da arvore de consenso visualizada no programa treeview (verséo
1.4.4). Agrupamentos filogenéticos importantes com apoio de bootstrap foram

destacados na arvore geradas para as figuras apresentadas neste trabalho.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Desenvolvimento de ensaio MLST para a caracterizacdo de nova cepa de
Wolbachia

Apenas cinco dos 21 ensaios utilizando PCR nested realizados para detecgao
de Wolbachia nao amplificaram qualquer tipo de produto de PCR quando visualizados
em gel de agarose. Todos os outros 16 ensaios amplificaram bandas em pelo menos
uma das reacgoes. Trés das reacdes de PCR na primeira etapa produziram uma unica
banda com o tamanho esperado para os marcadores testados (wD 0183; fabK e ftsZ).
Os alvos dnaA e coxA produziram multiplas bandas na primeira reagcao e foram
submetidas a segunda reagdo de PCR (nested) a fim de atingir o isolamento de
bandas no tamanho esperado. A partir desta analise preliminar utilizando screaning
de todos os alvos, foi decidido que a caracterizacdo da nova cepa de Wolbachia de S.
oyapockense e o diagnostico MLST seriam feitos usando os cinco genes-alvo:
wd0183; fabK; ftsZ; dnaA e coxA. Também foi determinado que a classificagao MLST
seria feita utilizando o produto da reagédo dos genes: wd 0183; fabK e ftsZ uma vez

que esses apresentaram bandas Unicas com os tamanhos esperados.
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6.2 A analise da sequéncia de DNA confirma que todos os cinco genes alvo
de Wolbachia foram amplificados com sucesso e nao forneceu evidéncias de
variagao genética

Foram triados 17 alvos baseados em MLST utilizando o pool de 96 amostras
de DNA extraidos da populagéo de S. oyapockense como citados anteriormente. Com
base no resultado de PCR (Anexo 1) foram selecionados cinco alvos (ftsZ, coxA, fabK,
wd0183 e dnaA) que demonstraram melhor desempenho durante amplificagéo.

Um total de 14 sequéncias de Wolbachia com sequéncia consenso de
qualidade razoavelmente boa foram recuperadas dos amplicons selecionados
inicialmente para sequenciamento: uma sequéncia ftsZ (344pb); quatro sequéncias
de dnaA (294pb); quatro sequéncias fabK (684pb); trés sequéncias wd 0783 (513pb)
e duas sequéncias coxA (478pb). As pesquisas de Blastn com essas 14 sequéncias
consensos confirmaram que todas eram da regido da sequéncia-alvo e similar a
sequéncias previamente identificadas como Wolbachia. Comparando as sequéncias
de genes recuperadas das mesmas sequéncias-alvo, ndo foi possivel confirmar
qualquer variacao de nucleotideos. A analise de diversidade, portanto, ndo forneceu
evidéncias de que as sequéncias de Wolbachia isoladas neste trabalho poderiam

derivar de mais de uma cepa na populagao de estudo.

6.3. A analise filogenética com o gene ftsZ sugere que a Wolbachia que
detectamos é de origem de inseto e ndo de parasita filarial.
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Figura 15. Arvore representativa construida com método de maxima verossimilhanga e agrupamentos com apoio de bootstrap para uma sequéncia de alvo ftsZ. Em vermelho: agrupamento de nova

cepa encontrada
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A Figura 15 mostra uma arvore filogenética construida com a sequéncia do
gene FtsZ. A classificacao filogenética com este gene é especialmente valiosa porque
ele é usado extensivamente para deteccao e caracterizacao de Wolbachia e, portanto,
ha muitas sequéncias representativas disponiveis no GenBank (Lefoulon et al., 2020).
Como pode ser visto nessa anadlise, a sequéncia de Wolbachia de S. oyapockense
(nomeada wSoya) esta agrupada com todas as seis cepas conhecidas de Wolbachia
do “supergrupo B” em um cluster altamente suportado por bootstrap (96,7%). Como
todas as cepas de Wolbachia que pertencem a esse supergrupo derivam de
artrépodes, essa classificacdo pode ser vista como uma forte evidéncia de que a
sequéncia ftsZ de Wolbachia que isolamos se origina de uma cepa de Wolbachia que
infecta os espécimes de S. oyapockense. Como na analise anterior a este projeto
(Crainey et al. 2010), este grupo exclui a cepa wSdam (Simulium squamosum) descrita
anteriormente que parece pertencer a um supergrupo de Wolbachia totalmente
diferente (mas ainda sem nome), o qual também inclui a cepa Wolbachia WMyos que
foi isolada de um besouro recentemente. A topologia obtida mostra claramente que a
cepa recuperada neste estudo € distinta da unica outra cepa conhecida infectando
Simulium (Crainey et al., 2010) e, portanto, sugere que existem varias cepas de
Wolbachia capazes de infectar insetos desse género.

Também ¢é importante ressaltar o agrupamento do supergrupo B (que inclui a
sequéncia wSoya obtida nesse trabalho) pode ser visto como sendo distinto dos trés
outros supergrupos bem suportados por bootstrap (supergrupos C, D e F), os quais
contém todas as oito sequéncias filariais usadas em nossa analise. Embora esta seja
uma observagao esperada, visto que todos os parasitas filariais contendo Wolbachia
até agora relatados pertencem ao supergrupo J (para o qual as sequéncias ftsZ ainda
nao estdo disponiveis) ou a um desses supergrupos, ainda € uma observagao
importante para este estudo. Isso ocorre porque o adulto de S. oyapockense
capturado na natureza pode também ser infectado por parasitas filariais e, portanto, a
possibilidade de que a Wolbachia que isolamos neste estudo tenha vindo de um
parasita filarial precisa ser considerada. Simulium oyapockense é conhecido por
transmitir os parasitas M. ozzardi e O. volvulus, que em nossa analise (como em todas
as analises anteriores) podem ser vistos como pertencentes aos supergrupos F e C,

respectivamente, e totalmente diferentes da Wolbachia que detectamos.
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6.4. Todas as analises filogenéticas de um unico gene classificaram todas as
sequéncias de Wolbachia recuperadas de S. oyapockense como derivadas do Super
grupo "B"

Nos anexos desse trabalho (Figura 18, 19, 20 e 21) pode ser vista a hipotese
filogenética dos outros quatro genes (coxA, fabK, dnaA e wD0183) amplificados para
este estudo. Em cada caso, o gene alvo agrupou-se em um grupo monofilético
suportado por bootstrap com as outras sequéncias de Wolbachia do supergrupo B,
apoiando a classificacdo obtida na analise da sequéncia ftsZ e sugerindo fortemente
que todos os genes de Wolbachia amplificados para este estudo derivam de um cepa
Unica pertencente ao supergrupo B. E importante ressaltar que todas essas quatro
arvores incluiram sequéncias de Wolbachia de referéncia do supergrupo J (Lefoulon
et al. 2020) e, portanto, incluiram sequéncias de Wolbachia filariais de todos os
supergrupos conhecidos de parasitas filariais. Como as sequéncias consistentemente
foram agrupadas com o supergrupo B apenas de artropode, isso também fornece um

forte suporte de que nenhuma dessas sequéncias era de origem filarial.

6.5. Classificagcdo MLST de wSoya Wolbachia

A Figura 16 mostra a arvore filogenética obtida usando um alinhamento de
nucleotideos feito pela concatenagcdo das cinco sequéncias de referéncias
amplificadas para este estudo. Como o observado na analise da sequéncia de genes
individuais, a sequéncia (wSoya) de S. oyapockense foi agrupada no supergrupo B e,
de fato, mais especificamente com a Wolbachia de Culex quinfasictus (wPip) e
Chrysomya megacephala (wMeg). E importante ressaltar que esta analise MLST
agrupa a wSoya no supergrupo B com suporte de bootstrap 100% e & consistente com
os resultados obtidos por Lefoulon et al. (2020), com todas os quatro supergrupos A-
D sendo suportadas com 100% de suporte de bootstrap. Como a analise realizada por
Lefoloun foi uma analise filogenémica usando 367 sequéncias de genes, ela pode ser
considerada uma classificacdo padrao ouro. O fato de nossa analise recuperar as
mesmas classificagdes que a deles pode, portanto, ser visto como uma evidéncia de
que a analise de apenas cinco genes com abordagem MLST pode fornecer uma

classificagao confiavel para Wolbachia.
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Figura 16. Arvore representativa obtida com método de Maxima Verossimilhanga e agrupamentos com apoio de bootstrap para sequéncia-alvos concatenadas. Em vermelho: agrupamento da nova
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Os resultados desse trabalho também comprovam o valor da abordagem de uma
triagem rapida de PCR utilizando 17 genes sob baixa temperatura de anelamento para
classificar essa Wolbachia. Em vez de investir tempo na otimizagao de reacdes de PCR
que pareciam amplificar varias bandas nao especificas, foram analisados somente os
PCR que forneceram bandas especificas e de tamanho esperado. Além disso, vale
ressaltar que esses 17 alvos foram cuidadosamente selecionados pela utilidade
filogenética para classificacdo de Wolbachia (todos eles foram usados na analise de
Bordenstein et al. (2009) para analise MLST). Assim, foi possivel obter uma classificacdo
confiavel para todos os genes amplificados com sucesso, além de uma classificagao
também confiavel quanto as sequéncias de genes foram concatenadas para a analise
MLST. Além de fornecer uma classificagdo confiavel da cepa wSoya isolada este estudo,
ressalta-se que a abordagem utilizada aqui pode fornecer um modelo para uma futura

classificagao rapida de Wolbachia e de custo reduzido.

6.6. Prevaléncia de infecgbes putativas por Wolbachia na populagao de S.
oyapockense de Sao Gabriel da cachoeira.

O resultado das PCRs resultou em 91 amostras positivas para Wolbachia dentre
as 96 amostras analisadas (94%), sendo 88 amostras com resultados positivos para
todos os alvos e trés amostras com resultados divergentes (amplificagdes positivas
apenas para alguns dos marcadores) (Anexo 2). O alvo Wd0183 apresentou 93,75% de
positivos (90/96), fabK 93,75% (90/96), dnaA 93,75% (90/96), coxA 92,7% (89/96) e ftsZ
92,7% (89/96). Cinco extratos de DNA foram negativos para os cinco alvos utilizados,
entretanto, vale ressaltar que essas mesmas amostras foram positivas para o CO1,
confirmando a presenca de DNA amplificavel.

Em uma pesquisa recente para investigar a transmissao do parasita filarias por S.
oyapockense na regiao de Sao Gabriel da Cachoeira foi descoberto que menos de 0,2%
das amostras de adultos testaram positivo para a presenca de parasitas filariais (Romao
et al., 2021, Shelley et al., 1997). Embora seja desejavel usar um ensaio de PCR para a
deteccdo de parasitas filarias (e.g., Tang et al. 2010) para confirmar que pelo menos
algumas das amostras de S. oyapockense testadas e positivas para Wolbachia nao estao
infectadas com parasitas filariais e, portanto, que a Wolbachia nao pode derivar de um

parasita filarial, € remota a possibilidade de que 94% dos positivos encontrados derivem
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do DNA dos parasitas filarias.

Considerando também que todos os produtos de PCR sequenciados parecem
derivar de Wolbachia da mesma cepa do supergrupo B, a qual é exclusiva de artrépodes,
a explicacdo mais parcimoniosa para os 94% das amostras de S. oyapockense que
testaram positivas para todos os cinco genes nos ensaios diagndéstico, € que os
espécimes estavam infectados com Wolbachia (chamada aqui de wSoya).

Em relagao as trés amostras que ndo foram consistentes em seus resultados, uma
possivel explicacdo € que existe variacdo da sequéncia de Wolbachia em nossa
populacao de estudo que pode ter interferido na analise devido a uma quantidade
limitada de pb obtidos durante o sequenciamento de Sanger. Ja a explicacdo mais
simples para o porqué de cinco amostras com resultados positivos Co1, terem resultados
negativos em todas as cinco reagdes de PCR para o MLST, é que essas amostras
estavam livres de Wolbachia (Gomes et al., 2017).

Como quase todas as cepas de Wolbachia que infectam artrépodes modificam a
biologia de seus hospedeiros para promover sua disseminagdo (por isso sao
considerados parasitas reprodutores), a expectativa é que, quando a Wolbachia invade
uma nova populagdo hospedeira, sua prevaléncia aumente com o tempo. Em muitas
populagdes de insetos infectadas com Wolbachia, a prevaléncia € proxima a 100%, mas
em algumas € encontrada apenas raramente em alguns espécimes da populagao
(Gomes et al., 2017). Embora a Wolbachia seja considerada fixa em populagdes de
Culex pipiens e Aedes albopictus, nao € incomum que pesquisas com esses insetos
mostrem que menos de 100% da populagéo selvagem capturada em qualquer area esta
infectada com Wolbachia (Albuquerque et al., 2011).

A explicagdo mais comum para a auséncia de Wolbachia em espécimes
capturados na natureza é que a Wolbachia nao é 100% transmitida de maneira eficiente
da mae para o filho. Esta é, sem duvida, uma possivel explicacdo para os 5% de nossas
amostras negativas, embora existam outras hipoteses possiveis.

Entretanto, mais importante do que o porqué de nem todos os S. oypockense
estarem infectados com Wolbachia, é a questao de se os vetores sem infegdes sdo mais
eficientes na transmissdo de parasitas filariais do que os insetos infectados. Os
mosquitos Anopheles gambiae quando naturalmente infectados com Wolbachia nao
transmitem os parasitas da malaria com a mesma eficiéncia que os mosquitos nao

infectados (Gomes et al. 2017). Ja os parasitas filariais de Brugia pahangise
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desenvolvem de forma menos eficiente em Aedes aegypti infectados artificialmente com
Wolbachia (Kambris et al., 2009). Como S. oyapockense é um vetor de M. ozzardi e O.
volvulus dentro e ao redor de Sao Gabriel da Cachoeira, a hipotese de que essa nova
cepa de Wolbachia encontrada em Simulium oyapockense pode interferir no
desenvolvimento de parasitas filariais dentro deste vetor e assim influenciar na
epidemiologia de doengas filariais na regidao deve ser abordada de forma aprofundada

em estudos futuros.

7. CONCLUSAO

Com esse trabalho conclui-se que é possivel otimizar os protocolos para detecgao
de Wolbachia e para as analises filogenéticas, com aplicagdo de um screaning inicial dos
alvos para reduzir o tempo empregado nas analises e visando a redugdo de custos.
Como exemplo, temos as sequéncias desse trabalho que geraram um resultado robusto,
onde todos os alvos (concatenados e individuais) foram agrupados repetidamente no
“supergrupo B”, evidenciando que essa é uma boa metodologia que pode ser replicada.
Também, conclui-se que a nova cepa de Wolbachia caracterizada neste estudo
pertencente a Simulium oyapockense, sendo esta a segunda cepa de Wolbachia
detectada infectando insetos deste género. Por fim, os resultados obtidos indicam que
esta nova cepa de Wolbachia estaria infectante cerca de 94% da populacédo de Simullium
oyapockense da regido de Sao Gabriel da Cachoeira. Devido o género Simulium possuir
especies implicadas na transmissao de Mansonela ozzardi, M. volvulus e M. mariae na
regiao de Sao Gabriel da Cachoeira, ressalta-se a importadncia das pesquisas com
Wolbachia associadas a esses insetos, buscando compreender a possivel influéncia na
epidemiologia das doengas transmitidas por esses vetores na regido de Sao Gabriel da

Cachoeira.
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8. MATERIAL SUPLEMENTAR

8.1. ANEXO 1 — Resultado da eletroforese em gel de agarose da etapa de

triagem dos primers
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Figura. 17. Visualizagdo de gel de agarose. Alvos selecionados entre 17 primers a partir de pool de amostras. Reagéo 2,

primers internos. Fonte: Laboratério INPA 2021.

8.2. ANEXO 2. Tabela 4. Amostras de Simullium oyapockense positivas para
alvos os alvos analisados nesse trabalho

AMOSTRA WDO183* FABK* DNAA** FTSZ* COXA** Col
291 + + + + + +
292 + + + + + +
293 + + + + + +
294 + + + + + +
296 + + + + + +
297 + + + + + +
298 + + + + + +
299 + + + + + +
300 + + + + + +
301 + + + + + +
302 + + + + + +
303 + + + + + +
304 + + + + + +
305 + + + + + +
306 + + + + + +
307 + + + + + +
308 + + + + + +

309 + + + + + +



310
311
312
313

314
315
316
317
318
319
320
321
322
323

324
325
326
327
328
329
330
331
332
333

334
335
336
337
338
339
340
341
342
343

344
345
346
347
348
349
350
351
352
353

354
355
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356 + + +

357 + + +
358 + + +
359 + + +
360 + + +
361 + + +
362 + + +
363 + + +
364 + + +
365 + + +
366 + + +
367 + + +
368 + + +
369 + + +
370 + + +
371 + + +
372 + + +
373 + + +
374 + + +
375 + + +
376 + + +
377 + + +
378 + + +
379 + + +

381 + + +
382 + + +
383 + + +
384 + + +
385 + + +
386 + + +

* Alvo submetido a uma etapa de reagado de PCR Nested, *Alvo submetido as duas etapas de PCR Nested. Em azul, amostras

congruentes em resultado. Em cinza, amostras divergentes em resultado.
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8.3. ANEXO 3. Arvore filogenética de Maxima Verossimilha
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8.4. ANEXO 4. Arvore filogenética construida com 4 sequéncias originais de Wolbachia
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8.5. ANEXO 5. Arvore filogenética construida com 3 sequéncias originais de Wolbachia
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8.6. ANEXO 6. Arvore filogenética construida com 2 sequéncias originais de Wolbachia
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Figura 21. Arvore representativa obtida com método de Maxima Verossimilhanga e agrupamentos com apoio de bootstrap para sequéncia-alvo coxA. Em vermelho: agrupamento da nova cepa
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8.7. ANEXO 7. Sequéncias obtidas para os alvos nesse trabalho

COXA

>301FR_JN-037_CONS
GTGATATTGGTGCTAATAAAAGTGAGCCAAAAGTGTATCTTTCCTAAACA
CTCGTTATATTGCTTACCTGACATTTTGCCTATCCAATAATAAAAACCGG
CAAAAGCTCCAAATAATGCAGCAAGCGACATGACATAGTGAAAGTGAGCA
ACGACATAATAGGTATCGTGCAAAAGCTTATCTATTCCACCGTGAGAAAG
AATTATTCCGGTTATACCACCTCCNACAAACATGAAAATAAAACCTAATG
CNAACAGCATTGGTGTCTTCAATTCAATCGCTCCACCCCACATAGTTGCA
ATCCAACTAAANACTTTTACACCAGTTATAACACCAATGAAAATTGTGCT
AGTGCTAAAAAATATAGCAGCATCCTCGNTAAGCCCAACAGTAAACATAT
GGTGAGCCCAAACCATGAAGCCAAACGTTGCTATTCCTATCATGGCATAA
ACCATTCCCATATAACCAA

>310FR_JN-038_CONS
GTGATATTGGTGCTAATAAAAGTGAGCCAAAAGTGTATCTTTCCTAAACA
CTCGTTATATTGCTTACCTGACATTTTGCCTATCCAATAATAAAAACCGG
CAAAAGCTCCAAATAATGCAGCAAGCGACATGACATAGTGAAAGTGAGCA
ACGACATAATAGGTATCGTGCAAAAGCTTATCTATTCCACCGTGAGAAAG
AATTATTCCGGTTATACCACCTCCAACAAACATGAAAATAAAACCTAANG
CAAACAGCATTGGTGTCTTCAATTCAATCGCTCCACCCCACATAGTTGCA
ATCCAACTAAAGACTTTTACACCAGTTATAACACCAATGAAAATTGTGCT
AGTGCTAAAAAATATAGCAGCATCCTCGCTAAGCCCAACAGTAAACATAT
GGTGAGCCCAAACCATGAAGCCAAACGTTGCTATTCCTATCATGGCATAA
ACCATTCCCATATAACCAA

dnaA

>294FR_JN-021_CONS
AGAATAAAATCACGACTTGGTTGGGGATTAGTTGCAGATATCAATGAAAC
AACTTTTGAATTAAGACTTGGTATATTGCAGGCCAAAGTGGAGCGAATGA
ATATTTATGTTCCAAAAGATGTCCTAGAATTTTTAGCAAGGAATATAAAA
TCCAATATAAGAGAACTAGAAGGAGCATTAAATAAGGTTGCTCATACTTC
GTTAATTGGAAGAAGTATGACAGTAGAATCAGCTAGCGAGACCCTAATAG
ATCTTCTTAGATCGAATCATAGGTCAATCACAATAGAAG
>313R_JN-025_R_A10_RC
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AGAATAAAATCACGACTTGGTTGGGGATTAGTTGCAGATATCAATGAAAC
AACTTTTGAATTAAGACTTGGTATATTGCAGGCCAAAGTGGAGCGAATGA
ATATTTATGTTCCAAAAGATGTCCTAGAATTTTTAGCAAGGAATATAAAA
TCCAATATAAGAGAACTAGAAGGAGCATTAAATAAGGTTGCTCATACTTC
GTTAATTGGAAGAAGTATGACAGTAGAATCAGCTAGCGAGACCCTAATAG
ATCTTCTTAGATCGAATCATAGGTCAATCACAATAGAAG
>293FR_JN-020_CONS
AGAATAAAATCACGACTTGGTTGGGGATTAGTTGCAGATATCAATGAAAC
AACTTTTGAATTAAGACTTGGTATATTGCAGGCCAAAGTGGAGCGAATGA
ATATTTATGTTCCAAAAGATGTCCTAGAATTTTTAGCAAGGAATATAAAA
TCCAATATAAGAGAACTAGAAGGAGCATTAAATAAGGTTGCTCATACTTC
GTTAATTGGAAGAAGTATGACAGTAGAATCAGCTAGCGAGACCCTAATAG
ATCTTCTTAGATCGAATCATAGGTCAATCACAATAGAAG

>301R_JN-023 R_G09 RC
AGAATAAAATCACGACTTGGTTGGGGATTAGTTGCAGATATCAATGAAAC
AACTTTTGAATTAAGACTTGGTATATTGCAGGCCAAAGTGGAGCGAATGA
ATATTTATGTTCCAAAAGATGTCCTAGAATTTTTAGCAAGGAATATAAAA
TCCAATATAAGAGAACTAGAAGGAGCATTAAATAAGGTTGCTCATACTTC
GTTAATTGGAAGAAGTATGACAGTAGAATCAGCTAGCGAGACCCTAATAG
ATCTTCTTAGATCGAATCATAGGTCAATCACAATAGAAG

fabK

>310FR_CONS_JN-017_R_A09_RC
GAGACACAGAAATTAACTAACAAACCATTTGGTGTAAACCTAATTACTAT
GCACCCAAAGTTGAGTGAGTTGATAGATGTGTGCATTGAAACGAAAGTAA
GCCATATAGTGCTTGCCGGTGGACTACCAACAAAGCGTAATATAGAAAAA
ATCAAGAGTGCGGGCATTAAAGTTATATGCTTTGCGCCAGCATTAAGCCT
TGCGAAAAGGTTAGTAAACATGGGAGTAGATGCGTTAATAATAGAAGGAA
TGGAAGCAGGAGGACATATCGGTCCTGTTAGCACTTCTGTTCTCGCACAA
GAGATATTACCTAATTTTAAAAATGAGAAAACACCAATTTTTGTTGCAGG
TGGAATAGGAAGAGGCGAAATGATAGTGAACTACCTAGAGATGGGAGCAA
GTGGCTGTCAAATAGGTACATTATTTGTCTGCACAAATGAGTCAGTCGCC
CATAAAAATTTTAAAGAAGTATTCATCAAATCAGCTGCGCGTAATGCTGT
ATCTTCTGTGCAGATCAGCGCTGATTTCCCTGTAATTCCAGTAAGGGCTA
TAGCTAACAAAGCAAGTGACGATTTTATGAAGCATCAAAGAGATATTATC
GATAAATATCAAAATGGAGAAATCTCAAAAGAAGAGGGGCAACTTGAAAT
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AGAAAAGTTCTGGGCTGGAGC

>301FR_CONS_JN-016
GAGACACAGAAATTAACTAACAAACCATTTGGTGTAAACCTAATTACTAT
GCACCCAAAGTTGAGTGAGTTGATAGATGTGTGCATTGAAACGAAAGTAA
GCCATATAGTGCTTGCCGGTGGACTACCAACAAAGCCTAATATAGAAAAA
ATCAAGAGTGCGGGCATTAAAGTTATATGCTTTGCGCCAGCATTAAGCCT
TGCGAAAAGGTTAGTAAACATGGGAGTAGATGCGTTAATAATAGAAGGAA
TGGAAGCAGGAGGACATATCGGTCCTGTTAGCACTTCTGTTCTCGCACAA
GAGATATTACCTAATTTTAAAAATGAGAAAACACCAATTTTTGTTGCAGG
TGGAATAGGAAGAGGCGAAATGATAGTGAACTACCTAGAGATGGGAGCAA
GTGGCTGTCAAATAGGTACATTATTTGTCTGCACAAATGAGTCAGTCGCC
CATAAAAATTTTAAAGAAGTATTCATCAAATCAGCTGCGCGTAATGCTGT
ATCTTCTGTGCAGATCAGCGCTGATTTCCCTGTAATTCCAGTAAGGGCTA
TAGCTAACAAAGCAAGTGACGATTTTATGAAGCATCAAAGAGATATTATC
GATAAATATCAAAATGGAGAAATCTCAAAAGAAGAGGGGCAACTTGAAAT
AGAAAAGTTCTGGGCTGGAGC

>297FR_CONS_JN-015
GAGACACAGAAATTAACTAACAAACCATTTGGTGTAAACCTAATTACTAT
GCACCCAAAGTTGAGTGAGTTGATAGATGTGTGCATTGAAACGAAAGTAA
GCCATATAGTGCTTGCCGGTGGACTACCAACAAAGCCTAATATAGAAAAA
ATCAAGAGTGCGGGCATTAAAGTTATATGCTTTGCGCCAGCATTAAGCCT
TGCGAAAAGGTTAGTAAACATGGGAGTAGATGCGTTAATAATAGAAGGAA
TGGAAGCAGGAGGACATATCGGTCCTGTTAGCACTTCTGTTCTCGCACAA
GAGATATTACCTAATTTTAAAAATGAGAAAACACCAATTTTTGTTGCAGG
TGGAATAGGAAGAGGCGAAATGATAGTGAACTACCTAGAGATGGGAGCAA
GTGGCTGTCAAATAGGTACATTATTTGTCTGCACAAATGAGTCAGTCGCC
CATAAAAATTTTAAAGAAGTATTCATCAAATCAGCTGCGCGTAATGCTGT
ATCTTCTGTGCAGATCAGCGCTGATTTCCCTGTAATTCCAGTAAGGGCTA
TAGCTAACAAAGCAAGTGACGATTTTATGAAGCATCAAAGAGATATTATC
GATAAATATCAAAATGGAGAAATCTCAAAAGAAGAGGGGCAACTTGAAAT
AGAAAAGTTCTGGGCTGGAGC

ftsZ

>297FR_JN-029_CONS
AAAGAAAAAAAGATACTGACTGTTGGAGTTGTAACTAAGCCGTTCGGTTT
TGAAGGTGTGCGACGTATGCGCATTGCAGAACTTGGACTTGAAGAGTTGC
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AAAAATACGTAGATACACTTATTGTCATTCCCAATCAAAATTTATTTAGA
ATTGCTAATGAGAAAACTACATTTGCTGACGCATTTCAACTCGCCGATAA
TGTTCTGCATATTGGCATAAGAGGAGTAACTGATCTGATGGTTATGCCAG
GGCTTATTAACCTTGATTTTGCTGATATAGAAACAGTAATGAGTGAGATG
GGTAAAACNNTGATTGGTNNTGGAGAGGCAGAAAGAGA

wd0183

>313FR_CONS_WD_0183_JNO11
CCTGTTGGACTAAATTTGTTTAAAAATACATCACCTTCTTCTAAAGTAAG
TAATTTCTTTTTCCATTCTGTAGAAATCGGACTTTCTTTTGTTAAAAGTG
GACGAGTGCCAAACTGAAAAGCTATTGGTCCGATTTGTAAATTGTCAAAC
CAATGTTCCCAATCCTTCAAATGCCATACTCCCCCTGCCATAACAATTGG
CGTTTCAGTAAGACCAATCTCATTCATGAAAGATCTAAGCTCTGCAACTC
TTTCAAATGGAGCCTGCGGTAATTCTGGGTCTTCACTATTACTCAAGCCA
TTGTGACCACCAGCAAGCCACGGATCCTCATATACTACTCCACCAAGTAA
AAAAGAAGATATTTTTTGGTAAGCACGTTTCCACAACGCTTTAAAAGCGC
GCGCCGATGAGATAATAGGGTAGTAATAAACTTGATATTTAGCTGCAATT
TCTCCAAACCTGTAAGGCATACCAGCACCGCAAGTGATGCCATGAACTAA
GCC

>293FR_CONS_WD_0183_JN006
CCTGTTGGACTAAATTTGTTTAAAAATACATCACCTTCTTCTAAAGTAAG
TAATTTCTTTTTCCATTCTGTAGAAATCGGACTTTCTTTTGTTAAAAGTG
GACGAGTGCCAAACTGAAAAGCTATTGGTCCGATTTGTAAATTGTCAAAC
CAATGTTCCCAATCCTTCAAATGCCATACTCCCCCTGCCATAACAATTGG
CGTTTCAGTAAGACCAATCTCATTCATGAAAGATCTAAGCTCTGCAACTC
TTTCAAATGGAGCCTGCGGTAATTCTGGGTCTTCACTATTACTCAAGCCA
TTGTGACCACCAGCAAGCCACGGATCCTCATATACTACTCCACCAAGTAA
AAAAGAAGATATTTTTTGGTAAGCACGTTTCCACAACGCTTTAAAAGCGC
GCGCCGATGAGATAATAGGGTAGTAATAAACTTGATATTTAGCTGCAATT
TCTCCAAGCCTGTAAGGCATACCAGCACCGCAAGTGATGCCATGAACTAA
GCC

>331FR_CONS_WD_0183_JN012
CCTGTTGGACTAAATTTGTTTAAAAATACATCACCTTCTTCTAAAGTAAG
TAATTTCTTTTTCCATTCTGTAGAAATCGGACTTTCTTTTGTTAAAAGTG
GACGAGTGCCAAACTGAAAAGCTATTGGTCCGATTTGTAAATTGTCAAAC
CAATGTTCCCAATCCTTCAAATGCCATACTCCCCCTGCCATAACGATTGG

59



CGTTTCAGTAAGACCAATCTCATTCATGAAAGATCTAAGCTCTGCAACTC
TTTCAAATGGAGCCTGCGGTAATTCTGGGTCTTCNCTATTACTCAAGCCA
TTGTGACCACCAGCANGCCNCGGATCCTCANANACTACTCCACCANGTAA
AAAAGAAGATATTTTTTGGTAAGCACGTTTCCACAACGCTTTAAAAGCGC
GCGCCGATGAGATAATAGGGTAGTAATAAACTTGATATTTAGCTGCAATT
TCTCCAAGCCTGTAAGGCATACCAGCACCGCAAGTGATGCCATGAACTAA

GCC

8.8. ANEXO 8

Tabela 4. Individuos utilizados para formagao de grupo externo nas analises de
Maxima Verossimilhanga.

Referéncia*

Numero de Acesso

Fragmento

Organismo hospedeiro

CP051157 CP051157.1 (995603-996071) Ctenocephalides felis
CP046579 CP046579.1 (523629-524097) Cruoirifilaria tuberocauda
NC_018267 HE660029.1 (506084-506552) Onchocerca ochengi
NZ HG810405 | HG810405.1 (142268-142736) Onchocerca volvulus
CP021120 CP021120.1 (949502-949970) Chrysomya megacephala
CP034335 CP034335.1 (744609-745077) Drosophila mauritiana
NZ_CP050521 CP050521.1 (455931-456399) Brugia pahangi
CP003883 CP034335.1 (744609-745077) Drosophila simulans
AM999887 AM999887.1 (78440-78908) Culex quinquefasciatus
NC_006833 CP034333.1 (818476-818944) Brugia malayi
CP001391 CP037426.1 (583095-583563) Wolbachia pipientis
AP013028 AP013028.1 (461484-461952) Cimex lectularius
CP031221 CP041924 .1 (781237-781705) Wolbachia pipientis
CP015510 CP015510.2 (82947-83415) Folsomia candida
CP046577 CP046577 1 (459086-459554) Litomosoides sigmodontis
.CP046578 CP046578.1 (450834-451302) Dirofilaria immitis
CP046580 CP046580.1 (536668-537136) Dipetalonema caudispina
CP042445 CP042445.1 (281290-281758) Wolbachia pipientis
CP011148 CP042445.1 (281290-281758) Wolbachia pipientis
LK055284 LK055284.1 (312956-313424) Drosophila simulans
CP003884 CP054598.1 (894599-895067) Ceratosolen solmsi
CP016430 CP016430.1 (41059-41527) Bemisia tabaci
CP041215 CP041215.1 (789063-789531) Carposina sasakii
CP051156 CP051156.1 (1337849-1338315) Ctenocephalides felis
FN563974 FN563974.1 (1-1030) Simulium squamosum
KJ631375 KJ631375.1 (1-521) Mansonela perstans
KU255359 KU255359.1 (1-521) Mansonela ozzardi
KU255360 KU255360.1 (1-521) Mansonela perforata

*Numero de referéncia para acesso ao Genbank
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