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RESUMO

A mansonelose é uma doenca parasitaria transmitida por vetores filariais considerada
autoctone no continente americano. Tem ampla distribuicdo na regido amazonica,
afetando populacgdes ribeirinhas dos rios Negro e Solimdes, onde ocorre principalmente
em vilas e povoados da zona rural e silvestre, onde predominam as populagées indigenas.
Por ser uma doenga negligenciada, h& necessidade de se conhecer mais sobre sua
transmisséo e epidemiologia em areas endémicas como o Municipio de S&do Gabriel da
Cachoeira — Amazonas, Brasil. Um passo importante para entender a epidemiologia da
Mansonelose é conhecer mais sobre os vetores envolvidos na transmissdo desses
parasitas, cujo conhecimento aprofundado pode ajudar a orientar 0s programas de
vigilancia e controle. Dentre os insetos conhecidos como transmissores de Mansonella
spp, destaca-se a espécie de simulideo, Simulium oyapockense. Este é um complexo bem
conhecido de espécies cripticas que podem diferir em sua ecologia, comportamento e
capacidade de transmitir parasitas, mas sdo dificeis de diferenciar com base em
caracteristicas morfolégicas. Neste projeto, investigamos a ocorréncia de variantes
genéticas de S. oyapockense antropofilicas (no final de setembro e outubro 2017)
presentes em S8o Gabriel da Cachoeira com base na analise do DNA mitocondrial (gene
COl). Com base na identificacdo morfolégica e molecular de S. oyapockense, avaliamos
variacdes no gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase (COI) de 99 espécimes. A analise
das sequéncias de consenso revelou a presenca de seis SNPs e trés grupos de variantes
genéticas, mas ndao Simulium “S", que foi recentemente coletado na area. N0ssos
resultados mostram a presenca de variantes genéticas dentro do complexo S. oyapockense
em S&o Gabriel da Cachoeira, porém mais estudos sdo necessarios para entender seu
significado epidemioldgico. O fato de ndo ter sido encontrado a forma Simulium 'S’
provavelmente indica que ndo é uma espécie antropofilico ou estava ausente durante o

periodo de estudo.

Palavras-chave: Mansonelose, Simulium oyapockense, Complexo de espécies,

Antropofilia.



ABSTRACT

Mansonellosis is a parasitic filarial vector-borne disease considered autochthonous in the
American continent. It has a wide distribution in the Amazon region, affecting
populations along the Negro and Solimdes rivers where it mostly occurs in villages and
towns in rural and wild areas, where indigenous populations are predominant. Since it is
aneglected disease, there is a need to know more about its transmission and epidemiology
in endemic areas such as the Municipality of Sdo Gabriel da Cachoeira — Amazonas,
Brazil. An important step in understanding the epidemiology of Mansonellosis is to know
more about the vectors involved in transmission of these parasites, a thorough
understanding of which can help guide surveillance and control programs. Among the
insects that are known to transmit Mansonella, the blackfly species, Simulium
oyapockense, stands out. This is a well-known complex of cryptic species which may
differ in their ecology, behavior, and ability to transmit parasites, but are difficult to
differentiate based on morphological characteristics. In this project, we investigated the
occurrence of anthropophilic S. oyapockense genetic variants (at the end of September
and October 2017) present in Sdo Gabriel da Cachoeira based on mitochondrial DNA
analysis (COIl gene). Based on morphological and molecular identification of S.
oyapockense, we then evaluated variations in the mitochondrial cytochrome ¢ oxidase
(COI) gene of 99 specimens. Analysis of consensus sequences revealed the presence of
six SNPs and three groups of genetic variants, but not Simulium “S”, which was recently
collected from the area. Our results show the presence of genetic variants within the S.
oyapockense complex in Sdo Gabriel da Cachoeira but further studies are needed to
understand their epidemiological significance. The fact that the Simulium 'S' form was not
found probably indicates that it is not an anthropophilic species or was absent during the

study period.

Keywords: Mansonellosis, Simulium oyapockense, Species complex, Anthropophily
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1. Introducéo

A filariose € uma doenga metaxénica (transmitida por vetores) cujos agentes
etioldgicos séo parasitas filariais pertencentes ao filo Nematoda, superfamilia Filarioidea,
podendo acometer o sistema circulatorio, linfatico, musculos ou cavidades serosas do
homem. Historicamente o estudo de filarioses teve um marco importante no ano de 1877
quando foi descoberto que filarias eram transmitidas para o homem por vetores
(GUBLER, 1998). Esses parasitas podem ser transmitidos por insetos vetores como
simulideos, ceratopogonideos e culicideos, causando doencgas sistémicas, representando
grandes impactos na salde publica, principalmente em paises tropicais em
desenvolvimento (PINTO et al., 2011; ARROSPIDE et al., 2015).

Entre as espécies de filarideos parasitas de humanos estdo a Onchocerca volvulus
Leuckart (causando oncocercose), Brugia malayi Brug, B. timori Partono, Wuchereria
bancrofti Cobbold (filariose), Loa loa Cobbold (loiase), Mansonella perstans Manson,
M. ozzardi Manson e M. streptocerca Macfie & Corson (mansonelose). No Brasil sdo
encontradas quatro das espécies de parasitos filariais citadas anteriormente: O. volvulus,
M. ozzardi, W. bancrofti e M. perstans (TANG et al., 2010).

As filarioses bancroftose e oncocercose destacam-se no Brasil por serem consideradas
doencas debilitantes devido aos seus impactos clinicos, sociais e econdmicos sobre a
populacdo atingida, ja a mansonelose ndo esta incluida entre as doencas tropicais
negligenciadas (DNT) segundo a OMS, apesar de ser caracterizada como tal por ser um
problema de satde na Amazoénia (SUWA, 2017).

Alguns trabalhos realizados por Batista et al, (1960) avaliando a patogenicidade de
M. ozzardi e sintomas da mansonelose ja dava indicativos de problemas de saide em um
estudo realizado em Codajas, municipio do estado do Amazonas. Mostrando que em areas
com ocorréncia da parasitose deveria ser realizada uma pesquisa laboratorial nos
pacientes, descrevendo que apesar da mansonelose néo ter sintomas alarmantes, possui

mais expressao clinica que a infestacdo causada por W. bancrofti.

A mansonelose é considerada autoctone no continente americano com ampla
distribuicdo na regido amazonica, acometendo populacdes ao longo do rio Negro e
Solimdes, com uma ocorréncia maior nas vilas e povoados da zona rural e silvestre, onde

hd uma predominéncia de populagGes indigenas. As populagBes atingidas possuem
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indices de microfilaremia superiores aos registros anteriores conhecidos para essas
populacdes, onde inquéritos realizado pelo Ministério da Salde na regido entre 0s anos
de 1951 a 1955 relatavam indices inferiores a 30% (FAIHA, 1977).

indices de prevaléncia descritos por Medeiros et al. (2017) tém indicado aumento,
demostrando que a maioria dos casos de mansonelose que ocorrem no Brasil estd no
territorio amazonense, com registros de taxas de prevaléncia acima de 50% da populacédo
em algumas comunidades ribeirinhas e indigenas, mesmo diante desse cenario a
mansonelose permanece fora das agendas de prioridades para a saude publica,
principalmente pelo fato de ser considerada assintomatica.

Um estudo realizado por Medeiros et al. (2015) descreve o retrato epidemiolégico da
mansonelose em algumas comunidades ribeirinhas do Amazonas com dados de
prevaléncia de infeccdo de 9,4% e 22,0% em Codajas e Coari, respectivamente. Esses
municipios localizados no Rio Solimdes acabam atraindo muitos trabalhadores devido a
exploracdo de petroleo e gas, podendo, assim, facilitar a disseminacdo para outras areas
ndo endémicas do estado (MEDEIRQOS et al., 2015).

No Amazonas a mansonelose € amplamente distribuida, com registros de ocorréncia
em municipios como Tefé, Coari, Labrea, Pauini e Sdo Gabriel da Cachoeira. Dentre as
espécies de filarideos encontrados no Brasil, apenas M. ozzardi e M. perstans ja foram
identificadas em areas de endemismo nos estados do Amazonas, Acre, Mato Grosso, e
Roraima (LIMA et al., 2016; MEDEIROS et al., 2017; TA-TANG et al., 2018;
DAMASCENO, 2009).

Os parasitas dessa filariose usam o homem como seu hospedeiro definitivo principal,
sendo 0s mesmos transmitidos de pessoa para pessoa por fémeas de algumas espécies de
Simuliidae e Ceratopogonidae (familias pertencentes a ordem Diptera) (MEDEIROS et
al., 2017; TA-TANG et al., 2018). A infeccdo desses vetores ocorre quando o parasita
consegue ultrapassar as barreiras intrinsecas do inseto, essas interacdes tém sido
estudadas, e bactérias Wolbachia sp. que infectam naturalmente alguns insetos tém sido
o foco desses estudos (GUEGAN et al., 2018).

Essas interacdes sdo estudadas para verificar se a presenca dessas bactérias afetam no

desenvolvimento do parasita ou desenvolvimento do vetor, afetando a sua longevidade,
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biologia ou capacidade vetorial, que séo interacGes importantes para compreensdo da
epidemiologia (WERREN et al, 2008).

Uma parte fundamental da vigilancia epidemioldgica da mansonelose € o
monitoramento entomolégico (TA-TANG et al., 2018). Técnicas de amostragem usando
coletas de pousos humanos (CPHp) séo frequentemente usadas para coleta de Simuliidae,
essa técnica € usada para coleta de vetores responsavel pela oncocercose humana, no
entanto, é uma técnica que gera muitas questbes éticas devido aos riscos a saude
associados a esse tipo de coleta, (HENDY et al., 2017) expondo os coletores as picadas
desses insetos no momento da coleta desses vetores, fazendo-se necessario o uso de
métodos alternativos para a amostragem. Uma combinacgdo da coleta de pouso humano
padrdo com o uso de 6leo mineral (CPHmop) desenvolvida por SILVA et al., 2019 mostra
que essa técnica reduz significativamente a picada de simulideos, reduzindo assim o risco

para as pessoas responsaveis por esse tipo de coleta.

Outras metodologias desenvolvidas como alternativa para coleta desses vetores € a
armadilha do tipo Esperanza Window Trap (EWT). Essa armadilha ainda néo foi testada
no Brasil, entretanto, a mesma mostrou-se eficaz em coletas na Africa e América Central
(RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2013; HENDY et al., 2017). Ja para coleta de
Ceratopogonidae sdo utilizadas armadilhas de luz do tipo CDC e também coletas com
coleta de pouso humano padrdo, métodos amostrais que mostram eficiéncia para coleta
de representantes dessa familia (CASTELLON et al., 1993; TRINDADE et al., 2005).

Na Amaz0nia, as espécies S. amazonicum Goeldi, S. argentiscutum Shelley & Luna
Dias e S. oyapockense Floch & Abonnenc séo conhecidas e implicadas como os principais
vetores de M. ozzardi (LIMA et al., 2016). S. oyapockense € uma espécie bastante
abundante no municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira, e conhecida por ser implicada
como vetor de M. ozzardi, O. volvulus e recentemente como vetor ponte em potencial de

M. mariae, um parasito filarial de primatas ndo humanos (SILVA et al., 2022).

Embora a ocorréncia de M. perstans ja tenha sido identificada molecularmente em
amostras de esfregaco espesso de residentes de Sdo Gabriel da Cachoeira, ocorrendo em
simpatria com M. ozzardi na regido, o vetor responsavel pela transmisséo de M. perstans
em SGC ainda é desconhecido (TAVARES DA SILVA et al., 2017). Trabalhos descritos

por Yarzébal et al., (1985) na Venezuela, pais que faz fronteira com o municipio de Sao
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Gabriel da Cachoeira, descreveram que S. oyapockense séo infectados naturalmente por
M. ozzardi indicando a espécie como potencial vetor.

Apesar de existir alguns estudos sobre os vetores da familia Simuliidae, essa familia
é bastante conhecida por abrigar espécies cripticas, cujas espécies sdo dificeis de
diferenciar por meio taxonémicos tradicionais, por isso é importante o uso de ferramentas
taxonébmicas integrativas, incluindo o uso de métodos moleculares para avaliar a
diversidade desse grupo. Uma vez que, diferentes espécies em um complexo podem
apresentar diferencas em caracteristicas bioldgicas, ecoldgicas, competéncia vetorial e
medidas de controle (HAMADA et al., 20233).

2. Revisao da literatura

2.1 Mansonelose

Mansonelose é uma doenca filarial humana considerada uma das filarioses mais
comuns em areas endémicas, podendo ser mais negligenciada do que outras doencas
filariais conhecidas, como, por exemplo, a filariose linfatica, a oncocercose e a loiase. A
mansonelose tem como agente etioldgico trés espécies de parasitas pertencentes ao
género Mansonella, a M. ozzardi que é autctone das Ameéricas, M. perstans que pode ser
encontrada na Africa e nas Américas e M. streptocerca encontrada apenas na Africa
(MEDEIROS et al., 2014; T-TANG et al., 2018).

No Brasil, a mansonelose possui ampla distribuicdo em algumas populagdes
ribeirinhas e indigenas no estado do Amazonas (MEDIANNIKOV et al., 2018). E uma
doenca que possui caracteristicas clinicas que ainda ndo se encontram bem estabelecidas,
a sintomatologia ndo € bem definida e a maioria dos individuos sdo relatados como
assintomaticos, mas podem ocorrer sintomas gerais como febre, cefaleia, dor nas
articulacoes, calafrios nos membros inferiores e lesdes oculares sdo associados a doenca.
Porém, a carga geral da doenca e a deficiéncia visual causada por lesbes oculares ainda
ndo foram quantificadas, fatos que mostram a importancia de mais estudos
epidemioldgicos a serem desenvolvidos (MEDIANNIKOV et al., 2018).

Para diagnéstico morfoldgico das microfilarias no sangue periférico o principal
método usado em ensaios epidemiologicos € 0 exame microscopico de esfregaco de
sangue espesso (TBS) corado com Giemsa, técnica essa que permite a visualizagéo e
diferenciacdo das espécies tendo como base as caracteristicas morfoldgicas (BASANO,
2016;VERA et al., 2011). Apesar da eficacia da TBS nao ser alta, principalmente para
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pacientes com baixa microfilaremia, ela é economicamente mais vidvel do que outros
métodos moleculares, é mais rapida e facilmente obtida, e, também, permite a
identificacdo da espécie do parasita mesmo em locais onde ocorrem coinfec¢des por

outros filarideos.

Outros métodos utilizados s@o € a técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), apesar do alto custo, é um método mais especifico, eficaz e com alta sensibilidade,
(VERA et al., 2011). A técnica de filtracdo de sangue em membrana de policarbonato que
avalia a presenca e quantidade de microfilaria e a técnica de Knott que se trata da dilui¢do
do sangue em formol 2%, sendo esses dois ultimos pouco utilizados nas rotinas de

diagnostico devido as restricbes em relacdo a sua aplicacdo (BASANO, 2016).

A identificacdo do parasita especifico, assim como as coinfecg¢fes ocorrentes, sdo
essenciais para compreender a sintomatologia e o tratamento da mansonelose (SINHA et
al., 2021). E importante ressaltar que coinfecces de M. perstans e M. ozzardi foram
relatadas na América do Sul, tornando seu tratamento um desafio, pois as duas espécies
respondem de maneira diferente aos medicamentos anti-filariais comumente usados
(SINHA et al., 2021).

Para individuos infectados com M. ozzardi, no que se refere ao tratamento, a droga
ivermectina (IVT) é descrita como um recurso terapéutico (BASANO et al., 2014). Para
M. perstans o tratamento é considerado mais complexo e mais dificil de tratar devido a
falta de diretrizes sobre o melhor tratamento, um dos estudos mais completos até o
momento mostra o uso de Dietilcarbamazina (DEC) mais Mebendazol como o tratamento
mais eficaz para reduzir a microfilaremia (TA-TANG et al., 2018).

Bactérias endossimbidticas do género Wolbachia sp., se tornaram alvo de terapia
contra filarioses devido sua associac¢do no desenvolvimento e reproducédo destes parasitas
(MERCK SHARP & DOHME, 2021). Quando € detectada a presenca desse
endossimbionte, o tratamento com Doxiciclina (DOX) pode ser curativo para 0S
individuos acometidos por M. perstans (MERCK SHARP & DOHME, 2021). Um ensaio
clinico aberto e randomizado em Mali (Africa Ocidental) para avaliar a eficacia de DOX
no tratamento de infec¢Bes por M. perstans, selecionou individuos com microfilaremia
para tratamento com DOX evidenciaram resultados consistentes reduzindo a
microfilaremia, sugerindo que esta é uma terapia eficaz para a infecgdo (COULIBALY
et al., 2009).
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2.2 Aspectos bioldgicos dos parasitas

2.2.1 Nematoda

Os nematoides constituem um grupo diverso de invertebrados, possuindo cerca
15.000 espécies descritas (RITZINGER et al., 2010). Alguns grupos de nematoides sdo
parasitas, como, por exemplo, as filarias, as quais dependem de hospedeiros
intermediarios para completarem seu ciclo de vida. Elas sdo ingeridas pelos insetos
hematofagos na fase de microfilarias (mf) juntamente com o sangue, e seguem como
larvas até atingirem o terceiro estdgio larval (L3), o qual é o estdgio considerado
infectante, dessa forma os vetores atuam como vetores biolégicos, ingerindo essas larvas
durante o repasto sanguineo, podendo manter a transmissao entre os humanos (ORIHEL
etal., 1998).

Os vermes adultos habitam varios tecidos e 6rgdos do corpo e provocam pouca ou
nenhuma resposta discernivel do hospedeiro, podendo ser inacessiveis para identificacéo,
consequentemente, o diagndstico de infeccdes filariais depende principalmente da
identificacdo das microfilarias (ORIHEL, 1997; ORIHEL et al., 1998). A maioria das
espécies de microfilarias circula no sangue periférico, no entanto, algumas sdo
encontradas na pele (MEDEIROS et al., 2017).

Considerando seu aspecto morfoldgico, as microfilarias possuem forma de
serpentina, sendo preenchida com os ndcleos de muitas células; o corpo pode ser envolto
em uma membrana chamada bainha que pode se estender a uma distancia curta ou longa.
Ao longo do corpo da microfilaria existem espacos e células adicionais que servem como
marcos anatomicos, estes incluem o anel nervoso e poro excretor, essas estruturas e suas
posicdes sdo Uteis para identificacdo de espécies (ORIHEL, 1997). A forma da cauda, a
presenca ou auséncia de bainha e a distribuicdo de nucleos distribuidos no corpo do

parasito sdo importantes na identificacdo das espécies (ORIHEL, 1997).

2.2.2 Mansonella perstans (Maison 1891)

Mansonella perstans pertence a um grupo de nematdides filariais com ampla
distribuicio na Africa, estando presente em 33 paises, com seu primeiro registro descrito
por Manson (1891) no sangue de um paciente da Africa Ocidental hospitalizado em
Londres com a doenca do sono. Posteriormente, M. perstans foi provavelmente
introduzida na América com o comércio de escravos e esta presente na Coldmbia, Guiana
Ocidental e Venezuela (SIMONSEN et al., 2011; SUWA, 2017).
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A caracterizacdo pode ser feita mediante andlises de esfregacos sanguineos, M.
perstans podem ser caracterizadas conforme a seguir: sdo microfilarias pequenas
(comprimento de 4.0-5.0 mm) com um espaco curto na cabeca, desprovidas de bainha,
cauda preenchida por uma coluna de nucleos (Figura 1). Além disso, sdo parasitos que
circulam no sangue do hospedeiro vertebrado sem periodicidade conhecida (ORIHEL et
al., 1997).

No Brasil sua presenca foi detectada por meio de analises moleculares de Tavares
da Silva et al. (2017), os quais descreveram a ocorréncia em simpatria de M. perstans e
M. ozzardi na cidade de S&o Gabriel da Cachoeira, estado do Amazonas e em 2009

registrada por (Medeiros et al, (2009) entre populacdes ribeirinhas do alto Rio Negro.

Poucos estudos tentaram incriminar as espécies de vetores de M. perstans em
areas endémicas. Os vetores envolvidos conhecidos pertencem a familia
Ceratopogonidae, tendo distribuicio geografica na Africa, com participacdo de espécies
do género Culicoides, incriminando C. austeni Carter Ingram & Macfie, C. grahamii
Austen, e C. fulvithorax. Nas Ameéricas, os vetores de M. pertans ainda sao
desconhecidos. Na Colémbia a participacao de Culicoides € sugerida, enquanto no Brasil,
nenhum vetor foi incriminado (SIMONSEN et al., 2011; DAMASCENO, 2009).

Figura 1: Microfilarias de Mansonella perstans em lamina de gota espessa coradas com

Giemsa.
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Fonte: CDC, 2019.

2.2.3 Mansonella ozzardi (Manson 1897)

Mansonella ozzardi é uma filaria humana que possui distribuicdo geografica na
America do Sul e América Central, teve seu primeiro relato descrito por Manson (1897)
enguanto examinava o sangue periférico de individuos que viviam no interior da antiga
Guiana Briténica, possui focos ja detectados na Bolivia, Coldmbia, Guatemala, Guiana,
llhas do Caribe, México, Panama, Peru, Suriname, Venezuela e norte da Argentina
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(SUWA, 2017). No Brasil foi detectada pela primeira vez por Maria Deane (1949), por
um inquerito epidemioldgico sobre filarias humanas na cidade de Manaus. A infeccéo
humana por M. ozzardi é altamente prevalente em algumas das ilhas do Caribe, ao longo
das comunidades ribeirinhas na bacia amaz6nica e em ambos os lados da fronteira entre
a Bolivia e a Argentina (LIMA et al., 2016).

A de M. ozzardi envolve vetores dos géneros Culicoides e Simulium. As
microfilarias sdo encontradas no sangue sem periodicidade definida, medindo
aproximadamente 3.0-5.0um e sdo caracterizadas por seu tamanho pequeno, auséncia de
bainha, uma coluna compacta de nucleos e uma cauda que é longa, delgada e desprovida
de nucleos (Figura 2) (ORIHEL, 1997).

2.3 Ciclo de Transmissao

Caracteristicas bioldgicas, clinicas e epidemioldgicas variam conforme a espécie
envolvida (TA-TANG et al., 2018). O ciclo biolégico € do tipo heteroxénico envolvendo
o0 desenvolvimento em dois hospedeiros, um inseto e um primata, nas trés espécies de
parasitas da mansonelose é semelhante, porém se diferenciam em alguns pontos como,
por exemplo, os vetores envolvidos e a localiza¢do do parasita no hospedeiro (TA-TANG
etal., 2018).

Figura 2: Microfilarias de Mansonella ozzardi em lamina de gota espessa coradas com
Giemsa.

Fonte: CDC, 2019.

O ciclo de transmissdo de M. ozzardi conta com seu desenvolvimento a priori em
trés estagios larvais (de L1 a L3) em seus insetos vetores (CDC, 2019). A transmissao em
humanos ocorre durante o repasto sanguineo por meio da picada de vetores infectados
com larvas L3, que depositardo essas larvas mais comumente na cavidade peritoneal ou

cavidade pleural, e, com menos frequéncia, no pericardio (Figura 3).
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No hospedeiro as larvas L3 vdo se desenvolvem em vermes adultos machos e
fémeas; posteriormente, as fémeas adultas produzirdo e liberardo as microfilarias no
sangue. Quando um novo vetor encontra um hospedeiro humano infectado, 0 mesmo
ingere as microfilarias durante o repasto sanguineo. Apds a ingestdo, as microfilarias
migram do intestino para 0s musculos toracicos no inseto vetor e se desenvolvem em
larvas de primeiro (L1) a terceiro estagio (L3). Por fim, as larvas L3 migram para o
probdscide e, assim, podem infectar outro humano durante o repasto sanguineo, dando,

assim, continuidade ao ciclo (CDC, 2019).

Figura 3: Ciclo de transmissédo de Mansonella ozzardi
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Fonte: CDC, 2019.

2.4 VVetores envolvidos na transmissédo de patégenos

A ordem Diptera (Arthropoda: Insecta) compreende cerca de 150 mil espécies
distribuidas em aproximadamente 10 mil géneros e 188 familias (THOMPSON, 2006).
Séo insetos amplamente distribuidos no globo, ocorrendo em praticamente todos os tipos
de habitat. O habito hematofago das fémeas de algumas espécies possibilitou o contato e
a ingestdo de patdgenos presentes no sangue de hospedeiros vertebrados, causando
importantes problemas de salde publica, podendo transmitir agentes patogénicos. Dentro

dessa ordem destaca-se duas familias da subordem Nematocera, Simuliidae e
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Ceratopogonidae (Figura 4), as quais possuem espécies que podem transmitir a
mansonelose (AYRES et al., 2019).

2.4.1 Familia Simuliidae

A familia Simuliidae sdo dipteros conhecidos popularmente como piuns ou
borrachudos, que possui ampla distribuicdo mundial com aproximadamente 2.351
espécies validas alocadas em vinte e seis géneros (ADLER, 2021). No Brasil, Simulium
€ um género com ampla diversidade de espécies, com cerca de 86 espécies descritas
(ADLER, 2021).

A familia Simuliidae é distribuida em todos os continentes, com exce¢do da
antartica, a incidéncia desses vetores pode ser restrita localmente pela existéncia de
criadouros com as condicdes apropriadas para seu desenvolvimento, os ovos, larvas e
pupas se desenvolvem em ambientes aquaticos e os adultos alados em ambientes
terrestres. As fémeas geralmente realizam sua oviposi¢ao em substratos especificos, como
galhos, folhas e pedras localizados préximos a superficie da dgua de cachoeiras, rios ou

corregos, depositando em média 200 a 300 ovos por postura (MAIA et al, 2014).

As larvas podem passar por seis a nove estagios, necessitando esta em ambientes
de 4gua corrente para se alimentar, podendo ter comportamento raspador ou filtrador, até
se desenvolverem para a fase de pupa, fase na qual elas ndo se alimentam (REIS, 2019).
Na fase adulta, ambos 0s sexos se alimentam de sulco vegetal, porém as fémeas sdo
conhecidas por causarem grande incdmodo ao ser humano, pois suas picadas podem
causar alergias cutaneas devido & reacdo a saliva durante o repasto sanguineo. Esse habito
hematdfago das fémeas, realizado geralmente nos periodos de manha e tarde, é associado
a maturacdo dos ovocitos para completar seu ciclo gonodotrofico, podendo assim atuar
como vetores de doencgas. (MARINHO et al., 2021).
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Figura 4: A- Simulideo spp. (Diptera: Simuliidae), B- Culicoides spp.
(Diptera: Ceratopogonidae)

Fonte: A- Medeiros, 2017 Fonte: B — Carvalho, 2015.

Dentre as espécies que sdo capazes de transmitir a mansonelose, doenca causada
por uma microfilaria, M. ozzardi destaca-se, S. amazonicum, S. argentiscutum e S.
oyapockense as quais foram implicadas como os principais vetores na Bacia Amazonica
do Brasil, S. sanchezi (sinonimizada com S. oyapockense) na Venezuela e S. minusculum
Lutz na Guiana (LIMA et al., 2016; (ADLER, 2021).

Entre as espécies de simulideos potencialmente antropofilicos conhecidos, 23 tem

ocorréncia na Amazonia, e sdo descritos na Tabela 1 abaixo:

Tabela 1: Listas de espécies potencialmente antropofilicas que ocorrem no Amazonas,
com seis representantes de complexo de espécies, baseado em ADLER, 2021.

Género Espécie Autor Ano  Antropofilicos Referéncia

Simulium  pertinax Kollar 1832 Y (ARAUJO-
COUTINHO et
al., 2004)

Simulium  exiguum* Roubaud 1906 Y (M. A
TIDWELL et
al., 1980)

Simulium amazonicum Goeldi 1905 Y (COSTA,
Wellington
Luciano de
Souza, 2011)

Simulium argentiscutum  Shelley & Luna 1980 Y Costa, 2011

Dias

Simulium oyapockense *  Floch & Abonnenc 1946 Y (SILVA, Bruno

Monteiro da,

2022)
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(VELASQUES,
2013a)
(HAMADA,
2000)

(SHELLEY et
al., 2001)
Shelley, 1984
Hamada, 1998
Fonseca et al.,
2008

(Shelley, 2004)

Shelley et al.,
1987

Shelley et al,
2004
Shelley et al,
1987

Shelley et al,
2004
Shelley et al,
2004

Legenda: * complexo de espécies

A familia Simuliidae é conhecida por ter espécies cripticas, ou seja, € um grupo

onde semelhancas morfologias entre algumas espécies s&o muito comuns, possuindo

caracteristicas muitos parecidas dificultando assim a diferenciacdo morfologica entre

elas, como a espécie S. oyapockense que possui um complexo de espécies as quais sao

semelhantes morfologicamente, porém sdo geneticamente distintas, sendo necessaria

identificacdo molecular e técnicas de citogenética a partir de estudos de diferentes

caracteristicas expressadas nos cromossomos politénicos das glandulas salivares
(ADLER, 2021; PEREIRA, 2004).

Estudos de filogenia molecular tem avangado revolucionado os estudos das

relacOes filogenéticas, demostrando que o uso de anélises moleculares feitas a partir de
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sequéncias de DNA mitocondrial, principalmente com a subunidade I do gene citocromo
oxidase (COI), tem colaborado para determinagdo das espécies, mostrando a diversidade
presente nessa familia e fazendo principalmente, inferéncias filogenéticas em simulideos
(MARINHO et al., 2021).

2.4.2 Familia Ceratopogonidae

A familia Ceratopogonidae esta dividida em quatro subfamilias: Leptoconopinae,
Forcipomyiinae, Dasyheleinae e Ceratopogoninae, distribuidos em 110 géneros e 6.224
especies. Dentre as subfamilias conhecidas, Ceratopogoninae é uma das mais estudadas,
destacando-se o género Culicoides com 1.322 espécies descritas, das quais 82 ocorrem
na Amazonia brasileira, grupo este com vérias espécies, sendo implicadas na transmissao
de varios patogenos de importancia médica e veterinaria (COSTA et al., 2013; LIMA et
al., 2016).

Popularmente conhecidos como maruins ou mosquito-pélvora, € uma familia que
possui espécies bastante diversas em relagdo aos habitos alimentares, apresentando
géneros predadores e hemat6fagos. Em relacdo aos imaturos ovos e larvas podem ser
encontrados em diversos habitats naturais ou modificados pelo homem como praias,

lagos, rios, manguezais ou ocos de arvores que contém agua (DAMASCENO, 2009).

Na fase adulta somente as fémeas possuem habito hematéfago para maturacao dos
ovacitos, tendo uma atividade de alimentacdo maior no horério crepuscular. Em locais
onde o pico de atividade ¢ alto os ceratopogonideos tornam-se incdmodos, pois ataques
continuos a individuos sensiveis podem resultar em reacGes alérgicas causada

principalmente por proteinas presentes na saliva das fémeas (VELASQUES, 2013b).

Os ceratopogonideos, em geral, sdo conhecidos por serem vetores de doengas como,
oncocercose em animais, encefalite equina, virus de Oropouche (VORO), e mansonelose.
Estudos pioneiros ja descreviam C. furens, C. phlebotomus e C. paraensis como vetores
de M. ozzardi no Caribe, Haiti e Argentina respectivamente (VELASQUES, 2013b). C.
barbosai, , C. phlebotomus, C. paraensis, C. lahillei, C. debilipalpis e Leptoconops
bequaerti sdo também espécies com participagdo na transmissdo de M. ozzardi,
entretanto, contextos endémicos permanecem incompletos ou ausentes (LIMA et al.,
2016).
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Um trabalho realizado por Farias (2016) descreve a fauna de Culicoides no estado
do Amazonas com a ocorréncia de 89 espécies pertencentes a sete subgéneros, dessas 18

foram registradas no Municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira (Tabela 2).
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Tabela 2: Listas de espécies potencialmente antropofilicas que ocorrem no municipio de

Sao Gabriel da Cachoeira, baseado em Farias, 2016.

Género Espécie Autor Ano Antropofilico Referéncia

Culicoides debilipalpis Lutz 1913 ' Y Wirth et al,
1959

Culicoides insinuatus Ortiz & Ledn 1973 Y Tidwell et al,
1982

Culicoides paraensis Goeldi 1905 Y Cazorla-
Perfetti, 2014

Culicoides diabolicus Hoffman 1925 Y Wirth et al,
1959

Culicoides foxi Ortiz 1951 Y Carvalho, 2016

Culicoides pseudodiabolicus Fox 1946 Y Cazorla-
Perfetti, 2014

Culicoides baniwa Felippe-Bauer 2009 ?

Culicoides hylas Macfie 1940 ?

Culicoides polypori Wirth & Blanton 1959 ?

Culicoides wallacei Wirth and & 1973 ?

Blanton

Culicoides propriipennis Macfie, 1948 ?

Culicoides benarrochi Ortiz & Mirsa 1952 Y Pérez et al,
1988

Culicoides galindoi Wirth & Blanton 1953 ?

Culicoides limai Felippe-Bauer 1994 Y Trindade et al,
2010

Culicoides santanderi Browne 1980 ?

Culicoides caprilesi Fox 1952 Y Cazorla-
Perfetti, 2014

Culicoides pachymerus Lutz 1913 ?

Culicoides kuripako Felippe-Bauer 2010 ?

Apesar da ocorréncia, existem poucos estudos sobre incriminacdo de espécies de

Ceratopogonidae vetores em areas endémicas no Amazonas, € até 0 momento, apenas

simulideos foram encontrados e incriminados como vetores no Brasil (SIMONSEN;
ONAPA; ASIO, 2011).

2.5 Técnicas de coleta para amostragem de simulideos e ceratopogonideos

Algumas técnicas que podem ser utilizadas para coleta de vetores pertencentes

a estas familias sdo a armadilha Esperanza Window Trap (Figura 5) que é usada

principalmente para atingir a coleta de Simuliidae. Trabalhos desenvolvidos por Hendy

et al. (2017) na Tanzania e Uganda para a coleta S. damnosum (complexo de espécie) e

por Rodriguez-Pérez et al. (2013) no Mexico usado o mesmo método amostral com
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adaptacOes para coleta de S. ochraceum (complexo de espécie) demostram a eficécia deste

meétodo amostral.
Figura 5:Desenho basico da Esperanza Window Trap (EWT)

A armadilha EWT consiste em um gquadro de aco com uma base para ser colocada
no solo; seu design possui uma tela azul com uma listra vertical preta que fica presa no
quadro nos cantos superiores do quadro é anexado um atrativo (CO2) para atra¢do dos

espécimes.

Armadilhas luminosas do tipo CDC s&o usadas para a coleta de Culicoides (Figura
6). O design consiste em um material plastico resistente, que funciona a base de pilhas ou
baterias; no centro da armadilha encontra-se uma fonte de luz que serve de atrativo para
insetos presentes nos arredores (TRINDADE et al., 2010). Trabalhos realizados por
(TRINDADE, Rosimeire Lopes da; GORAYEB, 2005) no estado do Para sugere o uso
da armadilha CDC para amostragem de Ceratopogonidae, assim como Castellon (1990)
que desenvolveu um trabalho com o objetivo de ampliar o conhecimento sobre Culicoides

na bacia amazonica através de coletas utilizando essa armadilha.
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Figura 6: Armadilha luminosa do tipo CDC

Fonte: webadmin@iepa.ap.gov.br

Capturas de pouso humano padréo séo utilizadas para a coleta de insetos Simulium
e Culicoides, as CPHp tém sido usadas historicamente no desenho e monitoramento dos
programas de controle da oncocercose da OMS (HENDY et al., 2017). Apesar de ser uma
metodologia ainda utilizada, a mesma € alvo de muitos questionamentos em relacdo a
ética devido os riscos que essa técnica representa para os coletores devido ser uma técnica
de exposi¢do humana (SILVA et al., 2019).

Um trabalho desenvolvido em Sdo Gabriel da Cachoeira comparando a captura
combinada com o uso de 6leo mineral mostra que a aplicacdo com o 6leo pode reduzir
significativamente as picadas de simulideos durante a coleta por CPHp (SILVA, Tulio
Romado Ribeiro et al., 2019).

3. Justificativa

A mansonelose estd em um ciclo vicioso de negligéncia, ndo sendo vista e nem
muito estudada. Além disso, o real impacto que ela tem sobre a vida das pessoas que
vivem nas comunidades atingidas ainda é desconhecido, o que faz com que sua ocorréncia
seja despercebida em muitos casos (PY-DANIEL, 2012).

Identificar as espécies que sdo vetores em uma area endémica e definir quais sdo
as espécies que fazem parte de um grupo que possui complexo de espécies é essencial
para programas de controle, uma vez que dentro desses complexos podem existir espécies
com diferencas biologicas, ecologicas e comportamento antropofilico diferente (ADLER;
CHEKE; POST, 2010).
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Recentemente foi demonstrado em S&o Gabriel da Cachoeira que S. oyapockense
é vetor de M. ozzardi, porém, também foi demonstrado que duas sub-formas da espécie
ocorrem na regido: S. oyapockense s.s e S. oyapockense forma "S". Apenas a forma S.
oyapockense "S" foi registrada no Rio Negro que passa pelo centro metropolitano de
SGC; com S. oyapockense s.s. sendo registrada apenas no Rio Miud, a cerca de 15km do
centro metropolitano.

Por esta razdo, levantou-se a hipotese de que a forma "S™ do S. oyapockense
poderia ser o S. sanchezi que foi relatado como um vetor de M. ozzardi na Venezuela
(YARZABAL et al., 1985), mas que alguns autores argumentam ser provavelmente o S.
oyapockense s.s (SHELLEY et al., 2010; YARZABAL et al., 1985). Comparando
sequéncias de COI de adultos antropofilicos de S. oyapockense capturados no municipio
de S8o Gabriel da Cachoeira com coletas de S. oyapockense s.s. e larvas da forma "S"

foram coletadas na mesma regido, esperamos testar essa hipétese.

4. Objetivos

4.1 Obijetivo geral
Avaliar a ocorréncia de vetores de Mansonella spp no Municipio de Sdo Gabriel da

Cachoeira através de andlise do gene COI.

4.2 Objetivos especificos
4.2.1 Investigar a ocorréncia de variantes genéticas de S. oyapockense antropofilicas (no
final de setembro e outubro 2017) presentes em S&o Gabriel da Cachoeira com base na

analise do DNA mitocondrial (gene COI).

4.2.2 Determinar a prevaléncia de S. oyapockense s.s. e S. oyapockense forma “S” entre

antropofilicas de S. oyapockense capturada na final de setembro e outubro 2017.

4.2.3 Determinar a prevaléncia de variantes de S. oyapockense capturada por CPHmop e
CPHp.

4.2.4 Determinar quais formas moleculares de S. oyapockense estdo infectadas com

Wolbachia sp.
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5. Materiais e métodos

5.1 Area de Estudo

Séo Gabriel da Cachoeira (0°33'29.58'N/68°8'35.31'0) € um municipio do estado
do Amazonas, norte do Brasil, localizado na regido do Alto Rio Negro (Figura 7). Com
uma populacao estimada de 46.303 habitantes e uma &rea territorial de 109.181,245 kmg2,
fazendo fronteira com a Colémbia e Venezuela (IBGE, 2021). Possui uma das populagdes
mais indigenas do Rio Negro com 23 etnias que vivem com problemas precarios na rede
de saude, tendo um historico de proliferacdo de doencas e dificuldades encontradas pelos
servicos de saude locais (ISA, 2021).

Figura 7: Mapa do municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira

Sao Gabriel da Cachoeira

&

Fonte:www.googleearth.com, 2022.

Sendo assim, € um municipio que possui caracteristicas propicias para a
ocorréncia da Mansonelose, dado que a maior parte da populagdo vive nas margens do
rio, desde a populacdo rural até a urbana, que ja possui prevaléncias de 6,3% 28,23% de
mansonelose descritas no municipio através de diagnéstico molecular e gota espessa
(SUWA, 2017).

Tavares da Silva et al. (2017a) em um trabalho realizado em uma vila de Séo
Gabriel da Cachoeira confirmaram a partir de esfregacos espessos de sangue de
moradores a ocorréncia de M. perstans no municipio. Mais recentemente Crainey et al.
(2020), usando uma metodologia para detectar parasitas filariais na Africa, registraram a
ocorréncia de coinfeccdo de M. perstans e M. ozzardi na regido.
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5.2 Aspectos Eticos

A captura dos insetos por coleta de pouso humano padréo foi realizada seguindo
um protocolo aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Fundacdo Oswaldo Cruz —
FIOCRUZ/IOC:CAAE: 41678515.1.0000.5248.

5.3 Coleta de material entomoldgico

Como parte de um estudo sobre transmissdo de Mansonelose em setembro e
outubro de 2017 foi realizada dois conjuntos de coletas com duracdo de quatro horas ,
em quatro pontos estratégicos na sede do Municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira
escolhidos de forma aleatéria denominados Ponto 01: “Comunidade Areal”:
0°8'60"S/66°57'7,2" W; Ponto 02: “Casa de Camanaus’:0°8'51"S/66°56'23,23"W e Ponto
3:”Escola proximo ao rio”: 0°9°27.70”S/66°55°53.18”W, cada um com mais de 0,5 km
de distancia entre si (500m) (Figura 8).

Figura 8: Mapa com a localizagdo dos sites de coleta entomoldgica
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Fonte: www.ESRI.com.br, 2023.

A coleta foi realizada através de dois métodos amostrais, (1) Coleta de pouso
humano padrdo, que € uma técnica de exposicdo humana versus a (2) Coleta de pouso
humano padrdo combinada com o uso de 6leo mineral (Figura 9) que foi realizada por
meio da exposicdo humana com uso de Oleo mineral, onde uma camada de

aproximadamente 50ml de 6leo mineral foi aplicada diretamente sobre a pele exposta, as
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amostras foram coletadas dentre de tubos de vidros previamente identificados e

preservadas em alcool 100% até o momento de processamento de dados.

Figura 9: Exemplo de capturas de pouso humano padréo (CPHp)

Fonte: Hendy, 2018

Durante a coleta também foi realizada o uso de roupas de mangas compridas em

partes do corpo que ndo estavam sendo usadas nas coletas.

6. ldentificacdo taxondmica das amostras entomoldgicas

6.1 Identificacdo morfoldgica dos insetos coletados

A identificacdo morfologica dos insetos coletados foi realizada utilizando
estereomicroscopico, conforme as chaves de identificacdo e descricBes propostas para
esses grupos (SHELLEY et al., 2010; COSCARON et al., 2007). Os insetos foram
dissecados, identificados e individualizados separando cabeca, torax (contendo pernas e
asas) e abdémen (Figura 10). As cabegas foram armazenadas em microtubos de 1,5 ml,
torax e abdémen foram armazenados em placas com 96 pocos contendo alcool etilico
(P.M.= 46,07).
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Figura 10: Dissecacdo de simulideos na placa de petri

,:\‘* Torax

]

Abddomen

Fonte: Laboratorio de filarioses, 2022

6.2 Extracédo kit do QIAGEN

O DNA foi extraido de espécimes individuais de S. oyapockense usando Kits e
protocolos QIAGEN modificados. 49 insetos inteiros tiveram seu DNA extraido usando
um kit de sangue e tecido QIAGEN modificado, onde os insetos foram macerados com
um pistilo e deixados durante a noite em proteinase K (FERREIRA, 2021). O restante foi
extraido de cabecas de S. oyapockense dissecadas usando um kit de extracdo de DNA

QIAGEN QIlAamp DNA mini e protocolo, com a mesma modificagéo.
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Figura 11: Cabegas de simulideos sendo maceradas com pistilo

Fonte: Laboratério de filarioses, 2022.

6.3 Deteccéo e identificacdo molecular

Pra amplificacdo do gene COI (DNA mitocondrial do gene citocromo oxidase 1)
foi realizada reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em um termociclador 100T BIO-
RAD (Singapura) com todos os extratos de DNA. Todos o0s ensaios foram realizados em
PCR do tipo nested desenvolvido com duas etapas utilizando 5uL das amostras, seguindo
protocolo adaptado (Tabela 1) baseado em duas ja padronizado para técnica de DNA
barcoding (LUNT et al., 1996; HEBERT et al., 2003) utilizando os primers LCO1490
LUNT1996 (1500-pb) na primeira reagéo e LCO1490 e HCO2198 (650-bp) na segunda.

Para o preparo do mix dos reagentes para a reacdo da PCR foi utilizado o kit
GoTag® DNA Polymerase (Promega, EUA), seguindo as instrugdes do fabricante: foi
utilizado 5 pL de DNA extraido, 5uL de buffer 5x (verde), 2uL de MgCI2 (25mM), 0.5uL
de DNTPs (10mM), 0.1uL de cada um dos pares de primers (foward e reverse) (100uM),
0,2uL de GoTaq Polimerase (5 U/uL) e 14,7uL de agua destilada estéril, para volume de
50uL finais para cada amostra de inseto.
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Tabela 3: Programacdo do protocolo para amplificacdo de COI

Etapa Sequéncia Protocolo  Ciclos

94°C - 3min 1x

Primer 1-Forward: 5'-ggtcaacaaatcataaagatattgg-3'  94°C — 60seg

Reagdo 1 Primer 2-Reverse:5’-tccaatgcactaatctgccatatta-3’ 45°C — 2min 40X
72°C —2min
72°C — 10min 1x
Reagéo 2 94°C - 3min 1x

Primer 1-Forward: 5'-ggtcaacaaatcataaagatattgg-3'  94°C — 60seg
Primer 2-Reverse:5'-taaacttcagggtgaccaaaaaatca-3'  53°C — 1min 45x

72°C — 1min

72°C — 10min 1x

Para visualizacéo e avaliacdo da amplificacdo foi realizado o gel de agarose a 1%
com tampdo TAE 1x (242,0g Tris-base, 100ml EDTA (0,5M, pH 8,0), 57,1ml &cido

acetico), os géis serdo corados com gel red.

6.4 Purificacdo e sequenciamento dos produtos da PCR

Os produtos de PCR foram purificados usando o kit QIAquick® PCR Purification
(QIAGEN, Alemanha), seguindo as instrucdes do fabricante. Os sequenciamentos dos
produtos de PCR foram processados utilizando o kit BigDye terminator v3.1 Cycle
Sequencing kit da Applied Biosystems utilizando a dilui¢do 1/26 pelo método de Sanger
nas Redes de Plataformas de gendmicas, unidade RPTO1H - Sequenciamento de DNA —
AM- Instituicdo Lednidas e Maria Deane, unidade RPT01B - Sequenciamento de DNA —
IGM — Instituto Gongalo Moniz — Bahia, e unidade RPTOLE - P01-003 - Sequenciamento

de DNA — Instituto René Rachou - Fiocruz Minas.

6.5 Edicéo e alinhamento de sequéncias de COI

Os cromatogramas gerados da reacdo de sequenciamento tiveram suas sequéncias
extraidas no formato FASTA utilizando o programa Cromas (versdo 2.6.6) e alinhadas
no programa ClustaX (versdo 2.1) junto com as sequéncias de referéncia descritas por
(HAMADA et al., 2023b) utilizando fitas senso e anti-senso para construgdo das

sequéncias consenso editadas no programa Genedoc.
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Durante a construcdo das sequencias consenso, quando a base era incerta eram
alocados utilizando como referéncia os cromatogramas e os nucleotideos despareados
eram modificados para “N”. A confirmacdo de que as sequéncias de consenso eram da
regido alvo e dos organismos alvo foi feita por pesquisas BLAST. As sequéncias editadas
da regido alvo foram alinhadas usando Clustal X com todas as sequéncias de S.
oyapockense relatadas anteriormente por Hamada et al. (2023).

6.6 Validagdo e caracterizacdo de polimorfismo de nucleotideo Unico.

Antes da elaboracdo das arvores filogenéticas, todas as variagbes foram
verificadas na plataforma EMBOSS Transeq para verificar a presenca de stop-cddons,
usando o codigo genético mitocondrial de invertebrados. Todas as variagdes de um Unico
nucleotideo encontradas entre as sequéncias obtidas a partir das sequéncias geradas para

este estudo foram entdo classificadas como sindnimas ou ndo sindbnimas.

6.7 Analise filogenéticas

As arvores filogenéticas (de tipo distancia) foram construidas usando programas
dnaml, dnadist e neighbor de pacote de PHYLIP (verséo 3.6). Para construcao de arvores
de consenso o foi utilizado o programa Consense (pacote PHYLIP), todas as arvores de
consenso foram construidas de 1000 arvores que foram produzidas de 1000
pseudorréplicas de alinhamento criados por o programa SEQBOOT. A avaliagcdo de
confianca da topologia de arvores de distancia foi feita visualizando o suporte de

bootstrap da arvore de consenso utilizando o programa treeview (versdo 1.4).

7. Resultados e discussdo
7.1 Uma populacdo de S. oyapockense antropofilicas de Sdo Gabriel da Cachoeira
coletados no final de setembro e outubro 2017 tem pouca diversidade no gene COI

e pertence a uma subespécie denominada Simulium oyapockense s.s.

Para este estudo 99 sequéncias foram obtidas de alvo COI de 99 insetos diferentes
de uma populagdo coletada em SGC entre os meses de setembro e outubro, onde foi
encontrado pouca diversidade entre si. Entre as 99 sequéncias seis snps foram
identificados, a anélise de tradugéo conceitual mostra que nenhum desses snps codificou
uma mudanca na proteina (todos foram sinénimos [veja anexo 1 e 5]). Nenhuma
sequéncia obtida no estudo varia mais que quatro snps de outra, ou seja, todos tem menos
de 1% de divergéncia entre si, e as sequencias se organizaram em quatro variantes

distintas. A analise de verossimilhanca com as quatro variantes e sequéncias de referéncia
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de Hamada et al 2023, produziram os mesmos agrupamentos (apoiados com analise de
boodstrap) e colocou todas as variantes obtidas nesse estudo em um dos agrupamentos

descritos por Hamada et al,2023 chamado de S. oyapockense s.s. (veja anexo 2).

Ambos as analises de verossimilhanca e neiboor joining produziram quatro
subgrupos dentro de S. oyapockense s.s. que foram apoiados com apoio de bootstrap,
analise que é indicado nos anexos 3 e 4. As sequéncias obtidas nesses grupos séo
representadas em trés desses grupos (que sdo indicados na figura 3 com subgrupos [grupo
11, ii e iv]). Subgrupo (iii) inclui uma sequéncia coletado no Rio negro de Camanaus que
é menos de 1km de nossos sites de coleta (veja Figura 14).

Esse grupo também inclui amostras coletadas no Amapéa e em Roraima ent&do possui
uma distribuicdo geografica ampla. Subgrupo (ii) também possui uma distribuicéo
geografica ampla com representantes de Roraima e Amapa. Em contraste, as sequéncias
de subgrupo (i e iv) s6 foram encontrados em SGC até agora por este estudo ou estudo de
Hamada et al, 2023.
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Figura 12: Mapa dos sites de coleta do estudo em relacao aos sites de Hamada et al,
2023.
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Fonte:www.googleearth.com, 2023.

Um dos fatores que podemos citar que pode estd diretamente ligado para a
ocorréncia desses vetores € a ecologia. De acordo com Shelley et al., 2010 areas com
grandes rios de agua corrente estdo diretamente ligadas ao habitat de reproducéo dessas
espécies, caracteristicas essas presentes nos pontos de coletas préximo ao rio negro (700-
2500m). Além disso é importante notar que na Africa diferentes variantes citogenéticas
podem estar presente em diferentes estaces do ano, fatores como mudangas ambientais
que possam mudar as propriedades fisicas da agua podem afetar na ocorréncia de
determinadas espécies (HENDY et al., 2021).

7.2 Prevaléncia de subtipos de S. oyapockense s.s. e Simulium ‘S’ antropofilicos por

periodo, local e método de cole¢do capturados no final de setembro e outubro 2017.

A Tabela 4 mostra a frequéncia de subgrupos de S. oyapockense encontrados em
nossas coletas. O resultado mais notavel de nossa anéalise foi que ndo encontramos a forma

Simulium “S” descrita por Hamada et al, 2023.
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Tabela 4: Frequéncia de variantes Moleculares de S. oyapockense coletados no
municipio de Sdo Gabriel da Cachoeira nos meses de setembro e outubro.

Coleta Data Total Método Grupo Grupo Grupo  Grupo
Adulto 1 (i) 1 (ii) 1 (iii) 1 (iv)
N1: Areal 28/09/2017 75 CPHp (2) 70(93,33%) 4(533%) O 1(1,33%)
CPHmop (73)
N2: Areal 29/10/2017 6 CPHp 6 (100%) 0 0 0
N3: Casal 27/10/2017 15 CPHp 14 (93,33%) 1(6,66%) O 0
N4: Escola? 29/09/2017 3 CPHmop 3 (100%) 0 0 0

Casa préximo do rio, 2Escola do outro lado do rio

Uma hipotese de Hamada et al, 2023 foi que a forma Simulium “s” corresponde a
S. sanchezi que foi incriminado como vetor de mansonelose na regido amazonica de
Venezuela, mas Shelley et al., 2010, s6 considera S. sanchezi como sinénimo de S.
oyapockense e que somente S. oyapockense s.s é vetor de mansonelose. Como pode ser
visto na Figura 12. Hamada et al, 2023 coleta os estagios juvenis de S. sanchezi no rio

negro em um site de coleta com menos de 1km de dois sites usados no estudo.

Nossas coletas foram realizadas no mesmo periodo de quatro semanas antes de
coletas feitas por Hamada et al, 2023. Os simulideos buscando repasto sanguineo na
época de nossas coletas teria progenitura de estagio juvenis na mesma época de coleta
feito para Hamada et al, 2023 e aquelas coletadas na mesma época de coletas dela pode
corresponder com aqueles emergindo do rio. Resumindo diferencas encontradas entre

nossa populacdo e as amostras dela ndo pode ser facilmente explicado por sazonalidade.

De acordo com Maia et al, (2014), fatores ecol6gicos como locais para criadouro,
cursos de agua correte, disponibilidade de fontes de alimentacdo sdo fatores que podem
estar associados a ocorréncia desses vetores. Porém uma explicacao plausivel é que os S.
sanchezi criado no rio negro raramente realizam repasto sanguineo em seres humanos na
area metropolitana de SGC, e que ndo sdo espécies predominantes na area ou pode ser

uma espécie zoofilica.

Nas coletas de Hamada et al 2023 S. oyapockense s. s, sO foi encontrado em um
rio tributario com mais de 4km dos nossos sites de coleta, nossos resultados sugerem que
S. oyapockense pode ter uma capacidade de voo grande para encontrar uma fonte de
repasto sanguineo ou pode ter outros lugares de criadouros ndo identificados, por

exemplo, rio negro. Coletas futuras de amostras juvenis devem ser realizadas para
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investigar essa questdo. Além de confirmar que S. oyapockense s.s é fortemente
antropofilico, em contraste com hipétese de Hamada et al, 2023 nossos dados sdo mais

facilmente explicados que S. oyapockense s. s é vetor de M. ozzardi na regido de SGC.

Embora o N amostral ndo permita uma anélise conclusiva sobre variancia em
frequéncia de subgrupos de S. oyapockense, percebe-se que tem pouca variancia na
frequéncia de subgrupo 1(i) que é um grupo encontrado em SGC e neste estudo é o grupo
predominante. Como pode ser visto na Tabela 5 esse subgrupo representa 93,6% (73/78)
capturados em setembro e 90,5% (19/21) em outubro e nas coletas feitas proximo ao rio
negro (Casa e Escola) tem grupo 1 (i) com frequéncia parecida entre 94,4% e 94%.
Comparando os métodos de coleta a diferenca em frequéncia de subgrupo 1(i) esta 3, 4%.

Tabela 5: Frequéncia de variantes Moleculares de S. oyapockense por més, local e
metodologia de coleta.

Més Local Metodologia de coleta

Setembro  93,6% Rio Negro  94,4% CPHp 94,7%
(73/78) (17/18) (72/76)

Outubro  90,5% Areal 94% CPHmop 91,3%
(19/21) (76/81) (21/23)

Nossos dados mostram que tem mais variancia entre o periodo de coleta do que
variancia entre localidades geogréaficas e metodologia de coleta. Além de sugerir que a
coleta realizada com CPHmop captura as mesmas formas de insetos que sdo capturados
com CPHp.

7.3 Multiplos S. oyapockense s.s. haplotipos mitocondriais estdo associados a
infecgdes por Wolbachia.

A Figura 13 mostra os 49 simulideos usados neste estudo que ja tiveram infecgdes
por Wolbachia sp. confirmadas por MLST (FERREIRA, 2021). A presenca de Wolbachia
sp. nessas mostras pode sugerir que elas estdo sendo passadas por ancestralidade, sendo
importante ressaltar que a presenca de Wolbachia sp. pode também influenciar no
desenvolvimento de parasitas causadores de filarioses. Estima-se que a Wolbachia sp.
infecte naturalmente 40% dos artropodes, a presenca dessa de Wolbachia sp. nesses

vetores sugere que essas infeccOes possam ter impacto direto sobre a biologia,



44

longevidade e infeccdo do vetor, influenciando assim a epidemiologia da doenca
(CRAINEY et al, 2010).

Como pode ser visto 47 destes simulideos tinham hapl6tipos mitocondriais de S.
oyapockense s.s. subgrupo i, e 2 tinham hapl6tipos mitocondriais de S. oyapockense s.s.
subgrupo ii. Isso sugere que as infecgOes por Wolbachia sp. em S. oyapockense s.s.
precede a divisdo dessas dois haplétipos.

Figura 13: Arvore representativa construida com método de neighbor joining e agrupamentos

com apoio de bootstrap para uma sequéncia de alvo COI, em amarelo as amostras positivas
para Wolbachia sp. (wb+).
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Embora esses haplétipos sejam separados apenas por polimorfismos de 4 a 5
nucleotideos Unicos, todos esses SNPs séo sinbnimos e, portanto, indicam altos niveis de
selecdo na regido de estudo. Com base nesses dados, parece muito provavel que todos os
S. oyapockense s.s. da regido amazonica, incluindo os responsaveis pela transmissao de
Onchocerca volvulus no foco de oncocercose da AmazoOnia estdo infectados com
Wolbachia sp. No entanto, ndo esté claro se outras subespécies do complexo de espécies
de S. oyapockense estdo infectadas, principalmente a forma "S" de S. oyapockense. Como
meus dados sugerem que infeccBes por Wolbachia sp. provavelmente antecedem a
radiacdo de S. oyapockense s.s. é possivel que ja estivessem estabelecidos antes de S.
oyapockense s.s. divergiu de S. oyapocknese "S" e S. roraimense. Estudos futuros devem

investigar isso.

8. Conclusoes

Com os resultados obtidos, € possivel concluir que a grande maioria dos
simulideos dentro e ao redor da area metropolitana de SGC é S. oyapockense s.s e,
portanto, muito provavelmente o vetor local mais importante de M. ozzardi. Embora S.
oyapockense forma "S" esteja presente na regido, eles ndo parecem realizar repasto
sanguineo em seres humanos com frequéncia. E possivel que a forma "S" de S.
oyapockense seja zoofilica e muito improvavel que seja um importante vetor regional de
M. ozzardi em SGC, indicando que vetores de S. oyapockense na Venezuela devem agora

ser investigados com ferramentas moleculares.

Os resultados também mostram que as infecgdes por Wolbachia estdo associadas a
S. oyapockense s.s. e que eles provavelmente se estabeleceram antes que as espécies se
separassem para 0s 4 subgrupos identificados neste estudo (dois dos quais tém ampla
distribuicdo em toda a regido amazonica). Mais pesquisas sdo necessarias para determinar
se subespécies relacionadas, como a forma S. oyapockense S e S. roraimense, também

estdo infectadas com Wolbachia sp.

Embora o tamanho da amostra utilizada para este estudo tenha sido limitado, ainda
foi possivel ver que a variacdo na frequéncia dos subgrupos de S. oyapockense é
semelhante em nossos 3 diferentes locais de estudo. Nossos resultados também sugerem
gue o método CPHmop esta capturando as mesmas variantes de S. oyapockense que a

captura por CPHp obtém.
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Anexo 1: Traducdo conceitual com localizagcdo dos snps encontrados nas analises
realizadas

aaca tta tat ttt att ttt gga gct tga gct gga ata gta gga act tct ctt age ata ctt
TLYFIFGAWAGMVGTSLSML
att cga gct gaa tta gga cat cct gga tct tta att gga gat gac caa atc tat aat gtt
I RAELGHPGSLIGDDO QIYNYV
att gta aca gca cat gct ttt att ata att ttt ttt ata gtt atg cca att ata att gga
IVTAHAFIMIFFMVMPIMIG
gga ttt ggt aat tga tta gtl cca tta ata tta gga gce cct gat ata gt ttt cca cga
GFGNWLVPLMLGAPDMATFPR
ata aat aat ata aga ttt tga ata tta ccc cct tca tta aca ctt tta tta aca agt aga
MNNMSFWMLPPSLTLLLTSS
ata gtt gaa gca gga gcc gg2 aca gga tga aca gtt tac cct cct tta tct tca gga att
MVEAGAGTGWTVYPPLSSG G
gc3 cat gcg gga gt tet gta gat tta gec att ttt tct ctc cat tta gct gga att tca
AHAGASVDLAIFSLHLAGIS
tct att tta gga get gta aat ttt att aca aca att att aat ata cga tca aat gga att
SILGAVNFITTIINMRSNGII

aca ttt gat cga ata cct tta ttt gta tga tct gtt att att aca gca gta tta tta ctt
TFDRMPLFVWSVIITAVLLL
tta tct tta cct gta tta gc4 gga get att aca ata ct5 tta aca gat cgt aat tta aat
LSLPVLAGAITMULLTDRNLN
act tc6 ttt ttt gac cct gct gga gga gga gat cct att tta tac caa cac tta ttc tga
TSFFDPAGGGDPILYQHLTFW
ttt

F

Snp 1: snp sinbnimo, mudanga no terceiro lugar gtc-gtt, codificando V (valine)
Snp 2: snp sinbnimo, mudanca no terceiro lugar ggc-ggt, codificando G (glaycine)
Snp 3: snp sinbnimo, mudanga no terceiro lugar gca-gcg, codificando A (alanine)

Snp 4: snp sinbnimo, mudanga no terceiro lugar gcc-gct, codificando A (alanine)



Snp 5: snp sinbnimo, mudanga no terceiro lugar ctt-ctc, codificando L (alanine)

Snp 6: snp sinbnimo, mudancga no terceiro lugar tct-tcc, codificando S (serine)
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Anexo 2: Identificagdo das porcentagens das quatro sequencias variantes

S1S0127 S1C01021 0350421 S1C0O34
S1S0127 665 99% 99% 99%
0 99% 99% 99%
0 0% 0% 0%
S1C01021 662 665 99% 99%
662 0 99% 99%
0 0 0% 0%
0350421 660 661 665 99%
660 661 0 99%
0 0 0 0%
S1C0O354 661 662 664 665
661 662 664 0
0 0 0 0
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Anexo 3: Arvore representativa construida com método de maxima verossimilhanca e agrupamentos com apoio de bootstrap para
uma sequéncia de alvo COI destacando as quatro variantes encontradas no estudo.

. oyapockense s.s Grupo 1(iil) sg5% ONS63105_5_oyapockense_O1RRSoY3
ON563104_5_oyapackense_03RRSeyd
ON563103_5_oyapockense_03RRSoyS
ON563106_S_oyapockense_2ANSOYS
s1c010215. oyapockense s.s. Grupo 1 (iv)
/ ONS63123_5_oyapockense_2AMSoY1
) 84.4%| oNSE3125_5_oyapockense_2AMSOYG
ONS563124_5_oyapockense_2AMSoY2
ONS63126_5_ayapockense_2AMSOYE

5. ofapockense s.s Grupo 1(]) /84,4% 0350421
ONSE3128_S_oyapockense_2AMSOV11
ONS563127_S_oyapockense_2AMSOY10

ONSE3114_S_oyapockense_11APSoYs
ONSE3116_S_oyapockense_11APSoYd
ONS63110_S_oyapockense_4APSoyl
OMSE3118_5_oyapockense_11APSaY1l
ONS63107_5_oyapockense_saPSay3
ONS563112_S_oyapockense_03RRSoy12
ONS563111_5_oyapockensa_4APSoyS
ONS63108_S_oyapockense_4APsoy4
ONS63113_5_oyapockense_D3RRSoy10
OMSE3109_S_avapockense_4APSoy2
oyapackenses.s. Grupo (i} 63,2% ONS563115_5_oyapockense_11APSoYSE
ONS63119_S_ayapockense_11APSoY12

Simulium oyapockense s.s.

ONS63122_5_oyapockense_11APSoY13
ONS63121_5_oyap . 11APSOVI0
ONS63117_5_oyapackense_O3RRSoy7

ONS63120_5_oyapockense_DIRRSoY1

s150127
ons BN SRRt o
ONS63129.5 . Ssand INT lium “s”
99,9% [(ONS63132_5_ovapockense_Ssanz
()ONS63131_5_vyapackense_Ssan3
(ONSE3130_S_oyapockense Ssanls
ONS63133_S_oyapockense_Ssanl3
| ©N563087_5_roraimense_15ro08
ONS63096, 151007 . . :
ONS63098_$_roraimense_15ra04 Simulium roraimense
P 100% Osrax ON562099_5_roraimense_15re01
ONSE3100_5_raraimense_15006
ONSE3102_5_roraimense_15r013
ONS63101_S_roraimense_15r008
ONS63079_5_oyapockense_ArSoy2
ONS63081_S_oyapockense_ArSoy7 -
ONS63080_S_oyapockense_ArSoy5s “
ONS63083_5_oyapockense_ArSoy6 @
ONS63084_5_oyapackense_ArSoy8 “
ONS63082_5_oyapockense_ArSoy3 S
ONSE3087_5_oyapackense_MTSoys =
100% ONS63085_S_oyapockense_MTSoy? 3
ON563086_S_ovapockense_MTSoy8 o
ONSE3090_5_oyapockense_MTSoy2 g
ONS63088_5_oyapockense_MTSoyL )
ONSE3089_S_oyapockense_MTSoy3 £
ON563093_5_oyapockense_SPSoy3 =
ONGE3094_5_oyapockense_sPSayd |=
ONS63095_S_oyapockense_SPSay8 =
(ON563091_S_oyapockense_SPsoy1 _E_
097% (ONS63092_S_oyapockense_SPSoy6 [
ONS63144_5_tergospinasum_Sterd.
OM563143 St | Sters imuli i
ON563142_5_tergospinosum_Ster2,
ONS63141_5_tergospinasum_Sterl,
100%
ONSE3LIE S
Simulium sioli

002
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Anexo 4: Arvore representativa construida com método de neighbor joining e agrupamentos com apoio de bootstrap para uma sequéncia
de alvo COI com todas as amostras consenso analisada.

9 S_oyapockens
S_oyapocken

. roraimense_15ro07

3 ONSE3098

ONS63039_5_roraimense_15ra01

== Amostras do estudo | @ »%

S1C0356wh+ { ONS63100_s._roraimense_1sro06

@ Simulium oyapockense s.s.
$4C0956
o ONS63123 5 oyapockense 2AMSOY1, ONS63124 S oyapockense 2AMSOY2 _
0] Simulium “s” Amostras positivas ONS63125_5_oyapackense_2AMSoY6, ONS63126_S_oyapockense_2AMSoYa ONS63102_5_roraimense_1Sro13
51C0375,0N563128_S._oyapockense_2AMSoY11
2hi oyapor 0350
para Wolbachia s le‘:ﬁ"’“ GSG3127.3, gyzpackense_2AMSo10
@ Simulium roraimense e
sicoi1ee 0150201
sicoips  ©150203
@ Simulium oyapockense s.1. icowr o
0350239 x
sico1ze7  S1€01025
sico1za1  O1s0187
orso1es  S150163
$1C01178 0350401
S1c031wbs 51001244
5100372wbs $1C01243
S1C0345wht 51C0384wbs
S1C0364wh+ 51C0382whs
5100368 whs S1CO378Wb*
51€0315wh+ 0350417
orsorss | S1C01031
sicosiswby 0350449
S5100299wbs 0350446
51€0319wbs 350444
sicolges 0350436
74,6% 51C0363wh+ S1CO37Lwbs
® 150171 S1C0370WES
§1C0369wh+ S1C0309whb+
51C0365wh+ S1C0308wbe
S1€0353whs $1C0307wbs
S100352wh+ S1CO306wbs
51C034dwhs S1C0305wb

5100343wbs 0350250
s1c01238

ONS63101_5_roraimense_15ro08

s1c01202
51€0302whs °1C0300
S1c0298wbs S1C0358WDE
sicoips  S1C01232

51001003 s1co1212
0350255 5400953
$1C01036 S4C0959
51C0385wb+ S1C0349wbs
51C0338wh+ 51C0348wbs
51001033 S1C0377whb+
5100335wh+ 51C0297wbé
5160375 _wb431C0313wbt
51C0333wb+ S1CO35awbE
ayapockense s.s. | 0250242 2;5:?@;:::

Grupo1 () | SC03Ewb T

be

ST 51co300uor,
| ONSES103S oyapocksense O3RRSOYS, ONSE3104 5 oyapockense_O3RRS0Yd
_S_oyapockense_2AMSoY3 ONS63107_S_oyapockense_dAPSoy3, ONS63108_S_oyapockense_4APSoyd
ONS63109_S_oyapockense_dAPSoy2, ONS63110_S_oyapockense_dAPSoyl,
ONS63111_S_oyapockense_4APSoy5, ONS63114_S_oyapockense_11APSaYS,
ON563115_S_oyapockense_11APS0YS, ON563116_S_oyapockense_11APSoYS,
ONS63117_5_oyapockense_03RRSoy7, ONS63112_S_oyapockense_03RRSoy12,
ONS63113_S_oyapockense_03RRSoy10, ONS63118_S_oyapockense_11APSovi1,
ONS63119_5_oyapockense_11APSoY12, ONS63120_S_oyapockense_O1RRSoy1
N563122_5_oyapockense_11APSo13
S1C0320wh+ S1C0310wb+ ON563121_S_oyapockense_11APSoY10

O3sfais, sicoioss 130127
., ONS63089_8_oyapockense_MTSoy3
0

NS63085_S_ : MTS0y7
’ ONS63086_S_oyapockense_MTSoy8 ONS63087_S_oyapockense_MTSoy5
ONS63088_S_oyapockense MTSoyl ONS63090_S_oyapockense_MTSoy2
. — 1

5. oyapockense s.s.
Grupo1 (iv)

5. oyapockense s.s.
Grupo 1(ii)

74,6%

ONS63051_S_oyapockense_SPSoy
— ONS63092 S oyapockense_SPSoy6.
ON563043 5, sPsoy3

100% ONS63075_5_ x

JONS63080_5_oyapockense_Arsoys ONS563094_S_oyapockense_SPSoyd

ONSSEMl,f,wannrkenm,ArSw’ ON563095_5_oyapockense_SPSoy8
ONS63082_S_oyapockense_ArSoy3
0.004 ONS63083_5_oyapockense_ArSayé
ONS563084_S_oyapockense_ArSoy8




Anexo 5: Alinhamento de sequéncias do estudo, com sequencies de referéncia de
Hamada et al, 2023

S150127 = MET TETET C ‘ Sle : 48
S1C0O310 5 i 1 L 0 W 1 C b o ¥y : 48
0350418 : AN edicd L K T g b C e : 48
S1C0320 i A B L o 3 3 b ;48

P TINYE : 48
a1 LR b 1 1 ] e : 48

ON563120Soyapockense01RRSoyl
ON563110Soyapockense4APSoyl

ON563119S5Soyapockensel1APSoY12 : ( PR TIYRET ¢ 48
ON563111Soyapockensed4dAPSoy5 H jase i ted s R ke 1 | : 48
ON563114Soyapockensell1APSoY5 : g it g s g B 48
ON563115Soyapockensel1APSoY8 : T i B : 48
ON563118Soyapockensell1APSoY11l : TEE | B 48
ON563116Soyapockensel1APSoY9 : TITT g B 48
ON5631175oyapockense03RRSoy7 @ T E B ¢ 48
ON563113Soyapockense03RRSoy10 : ki b 4 @ | g B : 48
ON5631125oyapockense03RRSoyl2 : 3 b 4 CH . N : 48
ON563109Soyapockense4APSoy2 ! TITRT CcH g B : 48
ON563108SoyapockensedAPsoy4 5 TR Cl . B ¢ 48
ON563107Soyapockense4APSoy3 $ T ¢ | g N 48
ON563121SoyapockensellAPSol0 : RTYRR Cl E B : 48
ON563122Soyapockensel1APSoY13 : TTET e | g B : 48
S1C01055 : TR CH g B 48
ON563103Soyapockense03RRSoy5 @ TATET | | ¢ 48
ON563104Soyapockense03RRSoy9 : L T Tk H g N 48
ON563105Soyapockense01RRSoy3 : YL TR 0 | B : 48
ON563106Soyapockense2AMS9 K 2 e 1 £ o 4 04 g B : 48
S1C01021 H SN TARIYER B B : 48
ON563123 S oyapockense 2AMS1 : 10 144 LI 4 12 g : 48
ON563124_S oyapockense 2AMS2 : ( e P | B ¢ 48
ON563125 S oyapockense 2AMS6 : C = il 3 I e o L | n : 48
ON563126 S oyapockense 2AMS8 : TrE g B 48
ON563127 S oyapockense 2AMS10 : L b 4 7] M : 48
ON563128_ S _oyapockense_ 2AMS11 : KNI 1 48
0350239 3 b ) R B : 48
S1C0375 H i) TR 44 48
S1C01073 s T T i : 48
S1C01081 2 Y T i) : 48
S1C01164 : T IR oy : 48
S1C01167 H T TR TENET i) : 48
S1C01224 H T EEL THETE T iy ¢ 48
0150231 : T TR PR o i 1 48
S1C0357 : T [EEER THEETER T it] : 48
S1C0329 3 T TRIPE T T ¢ 48
0350249 : o T T iH ¢ 48
S1C0333 : 3K EIETT T Y 48
S1C0375_ g H T iy m 48
S1C0335 H Y T I T 48
S1C01033 : M LB L Y T jiH : 48
S1C0338 : T TP EEETTE CcH it s 48
S1C0385 : T RN RIEET ) it 48
S1C01036 b 5 I Ly ( CH ( @ : 48
0350255 3 q LR AR b > m CHTC —t
S1C01093 B T TR TEETT b @ 48
S1C01104 : T PETT z ® : 48
S1C0298 g Bl s CHl ( ! T ® : 418
S1C0302 : Y BITET & C ¢ 48
S1C01202 8 0 EHIEE TR CHlll ( ;48
51C0343 3 T T e : 48
S1C0344 4 @ [EET T i : 48
S1C0352 : o R ! Clil ) CHTC "y
S1C0353 : 0 P ) & : 48
S1C0365 H T RN TP Ci eiie : 48
S1C0369 : o [REEE C gile : 48
0150171 g TER TR Che C| eiiile : 48
S1C0363 ¥ TPRE C ( e : 48
S1C01098 g METE T Cll i ( ;48
0350421 : e TETTT 8 : 48
S1C01207 2 MMISTER TR & ( & 48
S1C0359 H BPTE TRETE & ! i ;48
§1€01221 g g A I bt Cl H ¥ : 48
0150188 H TPTT THETTT ( ( 2 : 48
S1C01235 ¥ ETRT TIEETT A ( : 48
0150201 : it i 2 £ W i i C ¢ 48
0150203 & TEE TR @uie : 48
S1C01244 3 BT PR C guie : 413
S1C01243 : it b il & C CHTC ]
51C0384 3 FETE THIEE C CHTC —-—t
S1C0382 : ET EETTE & & e ;48
S1C0378 : INEEE [EETEE & CHTC ]
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