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RESUMO

O foco amazénico de oncocercose abrange o norte do Brasil e o sul da Venezuela.
Estes sdo os dois paises da América Latina onde a transmiss&o da Oncocercose ainda
é relatada. A eliminacdo da doenga na América Latina € um dos principais desafios
dos estudos atuais. A area do foco € o lar de cerca de 20.000 indios Yanomamis, e &
caracterizado por diferentes ecotopos de florestas tropicais e savanas. Ao menos seis
espécies de simulideos foram descritas no local do foco e incriminadas como vetoras
da oncocercose. No entanto a correta identificacdo desses vetores nem sempre
ocorre, logo, as espécies Simulium limbatum e Simulium incrustatum foram descritas
no foco amazénico de oncocercose e ambas sdo incriminadas como vetoras de O.
volvulus. Mesmo S. limbatum tendo sido descrita na area do foco amazdnico, sua
permanéncia nessas areas € controversa, devido ao fato de que essas espécies sao
de dificil identificacao, utilizando somente ferramentas morfolégicas. Neste trabalho foi
realizado o sequenciamento do gene CO1 de 15 espécimes de S. incrustatum e 27
espécimes de S. limbatum. Os espécimes consistem em fémeas adultas, coletadas
em areas de savana e floresta, dentro e fora do foco amazénico de Oncocercose. As
sequencias obtidas foram analisadas filogeneticamente. Resultando em formacdes de
grupos monofiléticos distintos com suporte estatistico, (mesmo tratando-se de
espécies que coexistem em simpatria). Esses estudos confirmaram a utilidade do gene
CO1 para identificagdo de espécies dentro do foco amazoénico. A identificacédo de
espécimes de S. limbatum em areas de floresta, formando também um grupamento
monofilético distinto dos outros espécimes de S. limbatum, forneceram evidencias
mais claras da presencga de S. limbatum dentro do foco brasileiro de oncocercose. No
entanto, a capacidade vetorial de S. imbatum dentro do foco brasileiro ainda ¢é incerta.
Os dados apresentados neste trabalho também descreveram espécimes de S.
limbatum em areas de savana e fora do foco amazénico, em areas adjacentes (que
representam a unica populagédo ja incriminada como hospedeiros de O. volvulus,
anteriormente), porém, esses espécimes de savana sao geneticamente distintos
daqueles que vivem no interior do foco. Estes resultados destacam a necessidade de
uma visdo mais clara da taxonomia desses vetores dentro do foco amazdnico de
oncocercose.

Palavras-chave: Simulium, S. limbatum, S. incrustatum, DNA barcoding, taxonomia,
sistematica, citocromo oxidase 1 (CO1), foco amazdnico, oncocercose.
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ABSTRACT

The Amazonia onchocerciasis focus of southern Venezuela and northern Brazil is the
larger of the two remaining Latin American onchocerciasis foci where disease
transmission still occurs and is often regarded as the most challenging of all the Latin
American foci to eliminate onchocerciasis. The site is home to a population of over
20,000 semi-nomadic, hunter-gatherer Yanomami people and is made-up of a mosaic
of rainforest and savannah ecologies, which are influenced by the area’s undulating
terrain and rich geological diversity. At least six blackfly vectors have been implicated
in onchocerciasis transmission in this focus; however, because of the difficulty in their
routine identification the relative importance of each has been obscured. Simulium
limbatum and Simulium incrustatum s.l. have both been recorded as vectors in the
Amazonia focus, but they are difficult to discriminate morphologically and thus the
ecological range of these species, and indeed the presence of S. limbatum in the
Amazonia focus at all, have remained controversial. In the work described here, we
report 15 S. incrustatum s.I. CO1 sequences and 27 S. limbatum sequences obtained
from field-caught adult female blackflies collected from forest and savannah localities,
inside and just outside the Amazonia focus. Phylogenetic analysis with the sequences
generated in this study, showed that both the S. limbatum and the S. incrustatum s.I.
CO1 sequences obtained (even from specimens living in sympatry) all fell into discrete
species-specific bootstrap-supported monophyletic groups and thus confirmed the
utility of the CO1 gene for identifying both these species inside the Amazonia focus. As
the S. limbatumexclusive cluster included CO1 sequences obtained from forest-caught
and morphologically identified specimens these results provide the clearest evidence
yet of the presence of S. limbatum inside the Amazonia focus. The question, however,
of whether S. limbatum is actually a vector in the focus still remains unanswered as the
data presented here also suggest that S. limbatum found in the savannahs adjacent to,
but outside the Amazonia focus (and which represent the only S. limbatum population
to be unambiguously incriminated as a host of Onchocerca volvulus), are genetically
distinct from those living inside the focus. These findings highlight the need for a clearer
picture of the vector taxonomy inside the Amazonia onchocerciasis focus.

Keywords: Simulium, S. limbatum, S. incrustatum, DNA barcoding, Taxonomy,
Systematics, Cytochrome oxidase 1 (CO1), Amazonia focus, Onchocerciasis.
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estdo indicados com um asterisco.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Locais de coleta; coordenadas; ecotopos; nome da 30 espécie; numero de

identificacdo das sequencias nos bancos de dados.



SUMARIO

1. INTRODUGAO..........ceeeceereeeesceaeessssesassesssseses e sssssssssesessssssssssasssssssssssnesssassnns 12
1.1. Familia SIMuUliidae.........cccuuummiiiiiieeeeeee e 12
1.1.1. Caracteristicas gerais da Familia Simuliidae....................ccccevvrininninn. 12
1.1.2. A familia Simuliidae: biologia e distribuiGao............ccccrriiiiiiriininen. 13
1.1.3. Importancia da Familia Simuiidae............ccccoovvrriiiiiicieee e, 14

L O g TeTe Tt = oo LT TP 16
1.2.2. Oncocercose € SIMUlIdEOS...........uuuiiiiiiiiiiiiiee e 18
1.3. EStUdOS MOIECUIAIES........c.ccooeeieeeeeeeee e 20
1.3.1. DNA MItoCoNdrial..........oueeieeeee e 20

N L I | (037 I LY/ 23
B 0 1 = 1 I 0 1 25
S . GERAL. ... ————————————- 25
3.2. ESPECIFICOS. ... .o e, 25
4. METODOLOGIA........co oo ooeicccsssssreerrrr s s ss s ss s s s s mssnsms s e e e e e s e e s ennsannnssnnnnnns 26
4.1. Espécimes, coleta e area de estudo...........cooovviiiiiiiiiiiiiiii e 26
4.2. Caracterizaga@o morfoldgiCa............cooiiiiiiiiiiiiiic e 27
4.3. ANAlISES MOIECUIAIES........coeeviieei et 28
4.3.1.EXtrag@o de DNA. ... e 28
4.3.2. Amplificagéo e purificagdo de DNA..........ooomiiiicieee e 28
4.3.3. Sequenciamento de DNA...... ..o e 29

4.4. Analises filogeNELICAS. .......uiiiiiiiiee e 29
5. RESUTADOS........errirrrrrrrrrr e ssssssss s s s s smmsn e s s s s s e e e e s esseessns s s s ssnssnnsnnnnnnes 30
5.1. Sequencias de DNA mitocondrial CO1 de Simulideos............ccccceeveieeeenennn. 30
5.2. CO1 como ferramenta para a identificagdo de vetores........c..cccccvvvvuvnnnnnns 30
5.4. Diversidade genética de S. incrustatum..............ccccceeeeeieeeaiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee, 34
LT 0] £ 04 015757 Y T 34
6.1. Utilizacdo de CO1 para caracterizar S. incrustatum...............ccccccceeeeeeeee... 34
6.2. Confirmacgao de S. limbatum no foco Amazénico de oncocercose e a utilidade
do CO1 para identificagdo de VEtOres ........cccooeeeeiiiiiiiiiiieie e 35
6.3. Potencial importancia epidemiolégica de S. limbatum................................. 37
6.4. Novas perspectivas sobre a origem de S. limbatum.................ccccc.coooee. 38
7. CONCL}JSOES .................................................................................................. 39
8. REFERENCIAS.........oo o eremrrr s rss s rr s ss s ss s mmsnmmn e e s e e s ee s s s s s s s smmnnne 40

Xi



1. INTRODUGAO

1.1. Familia Simuliidae

1.1.1. Caracteristicas gerais da Familia Simuliidae

Os simulideos séo pertencentes a ordem Diptera, subordem Nematocera,
familia Simuliidae, conhecidos como borrachudos ou piuns, sao incriminados como
0s principais vetores do patdbgeno causador da oncocercose, a Onchocerca volvulus,

doenca endémica na regido amazonica (SHELLEY et. al., 1997).

Com base em registros fosseis, estima-se que esta familia exista a cerca de
160 milhdes de anos. Como € verdade para muitas familias de dipteros, os individuos
da familia Simuliidae possuem estruturas isomérficas que os classifica muitas vezes
como espéecies-populagdes irméas (CUPP, 1996).

Mundialmente a familia Simuliidae contém cerca de 2.163 espécies (2.151
vivas e 12 extintas) distribuidas em 26 géneros, o género Simulium abrange cerca
de 80% do total de espécies descritas. (ADLER & CROSSKEY, 2014). Porém, do
total de géneros descritos apenas seis possuem habitos antropofagicos — Simulium,
Prosimulium, Austrosimulium, Cnephia, Araucnephia e Lutzsimulium (SERVICE,
2008).

O Brasil possui trés géneros registrados: Araucnephia Wygodzinsky e
Coscardn (com trés espécie), Lutzsimulium d’Andretta e d’Andretta (com quatro
espécies) e Simulium Latreille (com 86 espécies). Dessas, quarenta e seis espécies

foram registradas na Amazonia A maioria das espécies
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encontradas no Brasil pertence ao género Simulium, distribuidas em oito
subgéneros. (PESSOA, 2012; ADLER E CROSSKEY, 2014).

De acordo com Adler e Crosskey (2014), os subgéneros de Simulium
registrados no Brasil s&o: Aspathia (Enderlein, 1935), Chirostilbia (Enderlein,1921),
Notolepria (Enderlein, 1930), Psaroniocompsa (Enderlein, 1934), Psilopelmia

(Enderlein, 1934) e Trichodagmia (Enderlein, 1934).

Para o presente estudo, adotamos como referéncia o sistema taxonémico

sugerido por Adler & Crosskey, 2014.

1.1.2. A familia Simuliidae: biologia e distribui¢ao

Os membros da familia Simuliidae sdo pequenos insetos holometabolos,
alguns apresentam caracteristicas hematéfagas e antropofagicas. (SERVICE, 2008).
Os simulideos possuem importancia médica, veterinaria e econémica, por serem
transmissores de agentes patogénicos ao homem e outros animais. (ALMEIDA et al.
1999).

Os adultos variam de 1,2 a 6 mm. Os simulideos possuem um ciclo de vida
que compreende os quatro estagios do desenvolvimento: ovo, larva, pupa e adulto,
ou seja, sao insetos holometabolos: com ciclo de desenvolvimento completo. (CUPP,
1996). Por essa razao, algumas espécies da familia, apresentam caracteristicas
morfologicas distintas nos estagios larvais e pupais servindo como importantes
parametros para a classificagdo taxonémica (CUPP, 1996).

Os adultos podem viver na natureza de trés a quatro semanas. As fémeas
ovipositam em ambientes Iéticos sobre pedras, galhos e folhas, encontrados em

cachoeiras, rios ou coérregos. Os estagios imaturos habitam ambientes com agua
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corrente e se aderem a substratos submersos, fazem parte da dieta de predadores,
tais como, peixes, aves e outros insetos (COSCARON, 1991).

A familia Simuliidae possui distribuicdo mundial, estando ausente apenas na
Antartica e em alguns desertos e ilhas onde n&o ha agua corrente, condi¢ao quase
que essencial para que as larvas se desenvolvam (CROSSKEY, 1990). Sua
ocorréncia esta associada a velocidade da agua e a presenca de substratos, tais

como raizes, folhas deciduas, pedras ou vegetacao aquatica (HAMADA, 1989).

1.1.3. Importancia da Familia Simuiidae

Essa familia tem importancia médica e econémica e veterinaria pelo fato de
varias espécies serem hematéfagas, agindo como vetores em potencial, desta forma,
de diferentes organismos patogénicos ao ser humano e outros animais. (SHELLEY,
1988). Os borrachudos sdo conhecidos, principalmente, pela acdo e lesdes
secundarias associadas as suas picadas (SIMOM, 2000).

Os simulideos sao incriminados como o0s principais vetores do patégeno
causador da oncocercose, a Onchocerca volvulus (CROSSKEY, 1990). Podem
veicular também agentes patogénicos causadores de doengas, tal como a
Mansonelose, causada pela filaria Manzonella ozzardi Manson (SHELLEY et al.
1997). Podem ainda agir como vetores de virus e protozoarios parasitos. (CUPP,
1996).

Algumas espécies causam prejuizos econémicos quando em alta densidade,
pois atacam o rebanho e trabalhadores rurais provocando grande incémodo,
resultando em reducgdo na produtividade agropastoril. Areas turisticas também
podem ser afetadas quando espécies antropofagicas dessa familia se encontram em

alta densidade, tornando essas areas inacessiveis (SHELLEY et al. 1997).
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Os simulideos estao diretamente envolvidos na transmissao de patégenos que
acometem animais. Podem também transmitir a oncocercose bovina. Algumas
espécies de vetores podem causar queda na produtividade de diversos animais.
(LIBORIO, 2011).

De acordo com a sintomatologia, as picadas dos simulideos ocasionam
coceira intensa com a duracdo de varios dias e podem progredir para infecgbes
secundarias. Existem pessoas mais sensiveis que chegam a apresentar reacdes
alérgicas, inflamagdes, irritagcao local, dermatites e febres, causando severos danos
a saude (PEREIRA et al. 2012).

Os principais vetores de patégenos humanos na Africa sd0 os membros dos
complexos de espécies: Simulium damnosum e Simulium neavei. Os membros do
complexo S. damnosum sao responsaveis por mais de 90% dos casos de
oncocercose em todo 0 mundo e mais de 95% dos casos na Africa. (CROSSKEY,
1996).

No Brasil e na Regido Amazénica os simulideos sao transmissores da filaria
Onchocerca volvulus, agente causador da oncocercose e da Mansonella ozzardi. O
foco de oncocercose esta situado na area que constitui a Reserva Indigena
Yanomami, localizado a porgéo oeste/noroeste do Estado de Roraima e norte do
Estado de Amazonas, afetando as etnias indigenas Yanomami e Maiongong com
areas hiperendémicas (>60%), mesoendémicas (21-59%), hipoendémicas (0-20%)
(SHELLEY et al. 1997). Atualmente a area do foco encontra-se sob tratamento

intensivo e sua situagao epidemioldgica.
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1.2. Oncocercose

1.2.1. Caracteristicas gerais da Oncocercose

A Oncocercose, conhecida como cegueira dos rios, € uma doenga tropical
negligenciada e debilitante. Estima-se que cerca de 37 milhdes de pessoas no
mundo tém a doenca e 120 milhdes de pessoas vivem com o risco de serem
infectadas. (CHEKE E GARMS, 2013). A doenga causa, além da cegueira, uma série
de problemas graves de pele, provocando sintomas como despigmentagao e coceira
intensa.

Em humanos, hospedeiros definitivos, os vermes adultos (macho e fémea)
vivem em nédulos. As fémeas de Onchocerca volvulus produzem microfilarias que
migram ativamente no tecido subcutaneo, podendo migrar para os olhos. Quando
presentes na pele humana, elas podem ser ingeridas por fémeas de simulideos
durante o repasto sanguineo. No vetor, essas filarias passam por duas mudas (L1 e
L2) e transformam-se em larva infectante L3, que é liberada num préximo repasto
sanguineo. No hospedeiro definitivo, a filaria passa por duas mudas até se tornar
verme adulto (WHO, 2003).

O primeiro caso de oncocercose no Brasil foi relatado no estado de Roraima,
em uma crianga de trés anos de idade, filha de missionarios estrangeiros (BEARZOTI
et al. 1967). Posteriormente a forma endémica da oncocercose foi encontrada na
area Yanomami e em 28 familias de missionarios que habitavam essa regido
(MORAES & DIAS, 1972; MORAES & CHAVES, 1974).

Atualmente, a hipotese mais aceita para a presenca de oncocercose nas
Américas é que ela tenha sido introduzida através do trafico de escravos (SA &
MAIA-HERZOG, 2003). Entretanto, a existéncia dessa doencga entre os Yanomamis

ainda é muito discutida, principalmente devido ao isolamento desse grupo. Acredita-
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se que a doenga tenha seguido um caminho indireto através de focos existentes na
Venezuela, visto que os indigenas nunca tiveram contato com os escravos € nem

com seus descendentes (MORAES, 1991)

Nos relatérios da OMS de 2012, a oncocercose esta significativamente
presente na Africa, Peninsula Arabica e na América Latina. Na década de 1990,
estimou-se que 250 mil pessoas viviam com cegueira irreversivel causada por
infecgcdes oncocercose (BRASIL, 2012). Segundo pesquisas mais recentes relatadas
pelo Ministério da Saude em 2012, n&o houve registros de novos casos no periodo
entre 2000-2010. Estando assim a doenga em fase de pré-eliminagao.

A criagdo do Distrito Sanitario Especial Indigena Yanomami (DSEIY) pela
Fundagao Nacional de Saude (FUNASA) teve como propdsito conhecer a situagao
epidemioldgica da oncocercose. Abrange todas as regides do territorio Yanomami
nos estados de Amazonas e Roraima. (BRASIL, 2012)

Segundo os relatorios do Ministério da Saude, as regides do DSEIY, estéo
operacionalmente organizadas em 28 polos-base, inicialmente foram realizadas
estratificacbes de acordo com as faixas de endemicidade, estabelecidas para a
caracterizagao epidemiolégica da oncocercose, como: hiperendémica (faixa de >
60% de positividade), com 5 polos do territorio Yanomami; mesoendémicas (faixa de
20-59%), com 7 polos; hipoendémicas (>0-19%), 5 polos e ndo endémicas (0%), 11
polos. Foram destacados como sendo os locais de maior endemicidade, as areas
mais altas da Serra do Parima (principalmente nas proximidades a fronteira com a
Venezuela): regides Yanomami de Xitei, Surucucu, Balawau, Homoxi; e outras
circunjacentes: Toototobi, Arathau/Xiriana, Parafuri, Paapiu, Novo Demini, Palimiu,

Alto Catrimani. (BRASIL, 2012)
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1.2.2. Oncocercose e simulideos

Em estudos entomolégicos no foco de oncocercose, dentro da Reserva
Yanomami, realizados por Shelley, et.al., 1987, Shelley, et.al., 1997, Andreazze & Py-
Daniel, 1999 e Medeiros & Py-Daniel, 1999 verificou-se que as espécies, Simulium
guianense, S. incrustatum, S. oyapockense, S. roraimense, S. exiguum e S.
limbatum foram incriminadas como vetoras da oncocercose em diversas areas da
Reserva Yanomami, tanto do lado brasileiro, quanto do lado venezuelano. Dentre
estas espécies, Simulium guianense, foi a que apresentou maior indice de infecgao
natural, sendo considerado o principal vetor da oncocercose, no foco amazénico

brasileiro. (BOTTO et al. 2011; SHELLEY et al. 1997).

A area Yanomami possui ampla variedade de caracteristicas biogeograficas,
€ formada por uma mistura entre ecossistemas de floresta e savana que resultam
em floras e faunas especificas (CONCEICAO, 2013).

A espécie Simulium incrustatum Lutz, esta relacionada com a transmissao da
oncocercose no Brasil, sendo considerado vetor nas areas hiperendémicas do foco
brasileiro na Amazbnia e aparece como sinonimia de Simulium yarzabali na
Venezuela onde também representa papel importante na transmissdo de
oncocercose. (BOTTO et al. 2011; SHELLEY et al. 1997). E uma espécie
considerada antropofilica e de ampla distribui¢do larga distribuigdo geografica pelo
Brasil, do Sul ao Norte do pais e sendo encontrado em quase toda a extensao da
América do Sul (COSCARON 1991). Essa extensa distribuicdo geografica também
é representativa em toda area do foco brasileiro e assim é possivel que apresente
requerimentos e adaptagdes para diferentes condicdes ambientais, podendo
representar um complexo de espécies cripticas. Experiéncias recentes com este

vetor sugeriram que ele pode desempenhar um papel muito mais importante na
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transmissao da oncocercose do que se pensava anteriormente (BOTTO et al. 2011;
GRILLET et al. 2008), porém sua importancia tem sido discutida pelas dificuldades
em diferencia-lo de S. limbatum.

A espécie Simulium limbatum esta classificada taxondmicamente dentro do
subgénero Psaroniocompsa no subgrupo Incrustatum (ADLER & CROSSKEY, 2014),
estudos epidemioldgicos venezuelanos incriminam Simulium limbatum como vetor
secundario de patégenos na Venezuela. (BASANEZ et al. 1988). No Brasil o
potencial vetorial do S. limbatum nao foi confirmado, tendo sua capacidade
epidemioldgica testada em infecgao experimental (SHELLEY et al. 1987, 2010).

Acreditava-se que a distribuicdo de S. limbatum no estado de Roraima estava
restrita em areas de savana (SHELLEY et al. 1997). A recente descoberta da
presenca da espécie na regidao endémica do foco brasileiro de oncocercose, na
regido de Xitei (floresta) levanta a hipétese de que essa espécie pode agir também
como vetor de patégenos na porgao brasileira do foco de oncocercose. Igualmente
a isso, nas analises moleculares pode se observar a diferenciagao das espécies de
S. limbatum em dois “clusters” um para ambiente da floresta e outro para savana
(CONCEICAOQ, 2011).

Devido as similaridades morfolégicas S. incrustatum e S. limbatum vém sendo
descritas como “S. incrustatum ou S. limbatum” (VIVAS-MARTINEZ et al. 1998), “S.
incrustatum/S. limbatum” (BASANEZ et al. 1988) e “S. incrustatum” (GRILLET et al.
2008). Logo, questbes sobre a distribuicdo e dindmicas de transmissdo da
oncocercose no foco amazénico, por esses vetores, continuam existindo. E a
capacidade vetorial de S. limbatum in vivo ainda nao foi confirmada (SHELLEY et al.

1987,2010).
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1.3. Estudos moleculares

Até meados dos anos 60, o estudo da diversidade dos organismos vivos
dependia exclusivamente da analise de polimorfismos fenotipicos. Porém, a
capacidade de geracao de bons resultados esta limitada pela relativa raridade das
variantes fenotipicas, que sao, além disso, de dificil quantificagao (BEHURA, 2006).
A aplicagcdo de técnicas de caracterizagdao molecular comegou com o estudo de
variantes proteicas (em particular isoenzimas), e se desenvolveu de forma
extraordinaria quando, a partir de 1980, foi possivel detectar diretamente a
variabilidade genética nas moléculas de DNA. O desenvolvimento da técnica de
reagcao em cadeia da polimerase (PCR), que permite obter in vitro multiplas copias
de um determinado segmento de DNA, abriu definitivamente a possibilidade de
estudar os polimorfismos genéticos de forma eficiente e, portanto, em larga escala.
(FRANCO et al. 2006)

Em estudos com simulideos, muitas técnicas e genes ja foram utilizados e
descritos. A iniciativa DNA barcoding, utilizando o gene CO1, se mostrou um método
confiavel, onde semelhangas génicas e taxas de evolugado foram utilizadas para
resolver problemas relacionados a taxonomia desses dipteros. (DAY et al. 2008,

2010; HERNANDEZ-TRIANA et al. 2012).

1.3.1. DNA mitocondrial

As mitocéndrias s&do organelas citoplasmaticas presentes nas células
eucariontes que tém como principal fungdo o fornecimento de energia para as
células. O genoma mitocondrial € uma molécula circular de DNA (DNAmt) de fita
dupla contendo 37 genes, dois dos quais codificam RNAs ribossémicos, 22 codificam
RNAs transportadores e 13 codificam proteinas envolvidas na respiragao celular

(SIMON et al. 1994). Esta molécula esta presente em multiplas copias (102-104) por
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célula (idénticas para cada organismo individual na imensa maioria dos casos), é
haploide (adquirida por heranga materna), praticamente nao sofre recombinacao e
apresenta taxas de evolugao (acumulo de mutagdes ao longo do tempo) mais altas
do que o genoma nuclear (SACCONE et al. 2000; HAAG-LIAUTARD et al. 2008).

Desde 1980, DNA mitocondrial (mtDNA) vem sendo amplamente utilizado
como uma ferramenta poderosa para estudos de animais. Através de estudos
filogenéticos de DNA mitocondrial, trés de suas caracteristicas foram incriminadas
como pontos chaves para sua utilizacdo, sdo elas: apresenta diferenciagcdes
genéticas de espécies para espécies, essencial para a caracterizagao molecular de
diferentes espécies; conservacao das suas regides e organizagao das informacoes
genéticas. (CASTRO, 2002)

Igualmente a isso, a diversidade genética, as relagdes filogenéticas entre
espécies e entre populagdes geograficas, a filogeografia de diferentes linhagens e
os efeitos de fendbmenos demograficos na composi¢cao genética das populagdes
estdo entre os aspectos que podem ser estudados usando marcadores mitocondriais
(SIMON et al. 1994).

Diferentes genes do DNAmt tém sido extensivamente utilizados como
marcadores moleculares em estudos sobre genética de populagbes de insetos
(SIMON et al. 1994).

Um dos primeiros estudos envolvendo DNA mitocondrial e simulideos, foram
realizados experimentos com espécimes do complexo Simulium damnosum,
utilizando o gene da sub-regido 4 que codifica o NADHdesidrogenase - ND4, o
objetivo era buscar a identificagcdo molecular e as relagdes filogenéticas (TANG et al.
1995). Outra regiao do DNA mitocondrial, o gene cytochrome oxidase Il — CO2, foi

sequenciando completamente para analisar populacdes de espécies de simulideos
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norte americanos e estabelecer as relagdes filogenéticas com outros dipteros
(PRUESS et al. 2000).

A utilizacdo do gene mitocondrial cytochrome oxidase | — CO1 foi sugerida
como base para a criagdo de um sistema global de identificacdo de espécies,
sobretudo em animais. Esse sistema chamado DNA Barcode of Life, DNA Barcoding
ou Cdédigo de Barras da Vida conquistou muita atengcdo da comunidade cientifica
para uma ampla utilizagao desse gene (HEBERT et al. 2003).

Seguindo essa metodologia, diversos estudos de identificagao e verificagao
de espécies foram testados por diferentes grupos trabalhando em diferentes areas
do Mundo. A utilizagdo do gene mitocondrial cytochrome oxidase | — CO1 também
foi utilizada para confirmacao de espécies inglesas que apresentavam variagdes
morfolégicas em suas formas larvais (DAY et al. 2008). Identificagdo molecular de
espécies nearticas (RIVERA & CURRIE, 2009) e de espécies da Europa (ILMONEN
et al. 2009).

No Brasil, o CO1 demonstrou sua utilidade na descri¢cao da variabilidade em
diferentes populagdes de Simulium guianense principal vetor de oncocercose no
Brasil (MATTOS, 2008), na descricdo de uma espécie nova (HAMADA et al. 2010) e
no estudo das relagdes evolutivas de diferentes populagdes de Simulium guianense

(HERNANDEZ-TRIANA et al. 2012).
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2. JUSTIFICATIVA

Diversos vetores transmissores de patégenos ao homem apresentam também
diferentes padrdes epidemioldgicos (SHELLEY, 2002).

O fator distribuicdo geografica pode impor requerimentos e adaptagdes para
diferentes condicdes ambientais, podendo representar um complexo de espécies
cripticas inclusive com importédncia para a estratificacdo epidemioldgica da
oncocercose como ocorre no continente africano no complexo S. damnosum. Os
estudos cientificos no complexo S. damnosum sao exemplos de como 0s processos
de especiagcdo agem ao longo da evolugdo. (ADLER & POST, 2010).

No Brasil estudos sobre simulideos utilizando abordagem molecular,
buscando entender processos de especiagcdo, sao escassos. A espécie Simulium
incrustatum com sua ampla distribuigcao pelo Brasil, pode apresentar requerimentos
e adaptacdes para diferentes condi¢gdes ambientais, podendo representar um
complexo de espécies cripticas.

O Simulium limbatum é incriminado como vetor da oncocercose na Venezuela.
Em areas de fronteira com o Brasil, com biomas de floresta, ndo havia sido
encontrado. No lado brasileiro, acreditava-se que estava restrito as areas de savana.
No Brasil, a capacidade vetorial do S. limbatum foi testada, para verificar seu
potencial de infec¢cdo, teste ao qual respondeu de forma positiva. Entretanto
verificou-se que utilizando DNA mitocondrial CO1 identificaram a presenca em areas
do foco brasileiro proximo a fronteira com a Venezuela na Serra Parima em malocas
do Polo Base de Xitei (Xitei, Parimau, Ketta), Haxiu (Haxiu) e de Parafuri (Parafuri).

Inclusive em simpatria na area de Parafuri. (CONCEICAO et al. 2013)

Com esse cenario, se destaca uma importante questdo em referéncia a
importancia médica onde um dos principais requerimentos € a correta identificacao
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do vetor. Simulium limbatum é mais uma espécie vetora na area? Ferramentas
moleculares auxiliam nessa identificagdo de modo conclusivo?

Nos programas de controle da oncocercose, os simulideos s&o coletados para
verificacdo de sua capacidade de infecgdo, para poder avaliar a efetividade do
tratamento utilizado. Os simulideos sao coletados durante trés dias seguidos por
doze horas consecutivas. As coletas sao realizadas utilizando tubos plasticos com
etanol absoluto separados por hora. Apos as coletas os laboratérios que realizam a
analise identificam o material através do padrao do escudo para formagao de pools
e teste através de técnicas moleculares (PCR). Essa identificagdo é realizada em
placas de petri onde o inseto esta submerso em etanol o que distorce a imagem do
padrao dos escudos e também dificulta a utilizagao da iluminagao na correta posicao
para identificacao.

Outro fator relevante € que o material proveniente dessas localidades
apresenta alta densidade de insetos (milhares) e dessa forma levar a cabo a
identificacao individual torna inviavel a realizagcédo do teste com a presteza e o tempo
ideal para fornecimento das informagdes para o programa de controle.

Desse modo, muito provavelmente S. limbatum pode estar envolvido na
transmissao e inclusive presente em outras areas no foco brasileiro ainda nao
amostradas.

No estudo de CONCEICAO et al. 2013, utilizando marcadores moleculares,
além de identificar a presenca de S. limbatum nas areas do foco, foi possivel através
das analises das sequéncias identificar que entre as amostras utilizadas houve um
agrupamento das populagdes da area do foco no ambiente de floresta e outro
agrupamento da populacao fora da area do foco no ambiente de savana. Assim, uma
nova questio € colocada: qual a estrutura populacional da espécie nas areas de

intersecao entre floresta e savana?
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Assim, no nosso estudo propomos utilizar populagcbes de diferentes areas
amostradas e utilizar abordagem molecular para estimar a variabilidade genética
populacional e a analise dos padrdes de semelhanca/diferenca de fragmentos
gendmicas entre populagdes geograficas.

A analise da variabilidade genética em populagdes naturais de vetores pode
contribuir, finalmente, a compreensao de fendmenos diretamente relacionados com
aspectos epidemiologicos fundamentais. Por exemplo, diferengas genéticas
interpopulacionais podem ser responsaveis por diferencas na capacidade e na
competéncia vetorial ou na susceptibilidade do vetor aos agentes infecciosos ou aos

inseticidas.

3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

e Caracterizar geneticamente diferentes populagdes de Simulium incrustatum e

Simulium limbatum, dentro e fora do foco amazo6nico de Oncocercose.

3.2. ESPECIFICOS

» Gerar sequéncias de Simulium incrustatum e Simulium limbatum
utilizando o fragmento CO1 mitocondrial.

 Descrever os padroes de semelhancga/diferenca de entre populagdes
geograficas de Simulium incrustatum e Simulium limbatum.

» Identificar as relagdes intra e interespecificas através de estudos do padrao
das sequéncias.

» Verificar as relagdes entre as diferentes populagdes geograficas por meio de

estudos filogenéticos e filogeograficos;

25



4. METODOLOGIA

4.1. Espécimes, coleta e area de estudo

Os simulideos utilizados no estudo sdo exemplares adultos coletados em
tubos com alcool 100%. Os exemplares de Simulium incrustatum foram coletados e
doados por técnicos da FUNASA durante trabalho de campo nas areas do foco de
oncocercose, na reserva indigena Yanomami e os exemplares e Simulium limbatum
coletados por técnicos da FIOCRUZ em areas no municipio de Boa Vista no estado
de Roraima.

Na area do foco foram coletados em trés polos base: Xitei (area
hiperendémica), Haxiu (area hiperendémica) e Parafuri (drea mesoendémica). Na
area do polo base de Xitei foram coletadas nas aldeias de Xitei/Xitei, Parimau e Ketta.
Nas areas do municipio de Boa Vista foram coletados no Igarapé Au Au, Igarapé
Murupu e Igarapé Carrapato. Trabalhamos com um minimo de cinco exemplares de

cada localidade e maximo de quinze individuos (Figura 1).

Figura 1 — Localizagao das areas onde os espécimes foram coletados. As areas cinza-claros
representam ecétopos de Savana e as areas cinza escuro os ecotopos de floresta. Os indicadores
e caixas pretas representam a espécie S. limbatum, os indicadores e caixas brancas representam
a espécie S. incrustatum e a caixa cinza representa uma area onde ambas as espécies foram
coletadas.
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Tabela 1 — Locais de coleta; coordenadas; ecétopos; nome da espécie; numero
de identificagao das sequencias nos bancos de dados.

Collection site Site co-ordinates Ecology Species Sequence accession
Igarapé do Carrapato, Boa Vista - Roraima 2°58'30,46" N - 60°42'42.16" W Savannah Stmultum ltmbatum HF9484456
Strmultum ltmbatum HF9484454iii
Stmultum ltmbatum HF9484455i
Stmultum ltmbatum HF9484455ii
Stmultum mbatum HF9484455iii
Stmultum ltmbatum HF9484455iv
Stmultum ltmbatum HF9484455v
Stmultum ltmbatum HFO9484455vii
Stmultum ltmbatum HF9484455x
Igarapé Murupd, Boa Vista - Roraima 3-1"11.06 N - 60-46:34.96* W Savannah Stmultum ltmbatum HFO484454ii
Stmultum ltmbatum HF0484454iv
Stmultum ltmbatum HF9484455vi
Stmultum mbatum HF9484455viii
Stmultum limbatum HF9484455viii
Igarapé Au Au Boa Vista - Roraima 2:56:2448° N-61-32.71" W Savannah Stmultum ltmbatum HFO484454i
Stmultum ltmbatum HF9484453i
Stmultum ltmbatum HF9484453ii
Stmultum ltmbatum HF9484453iii
Stmultum ltmbatum HF9484453iv
Stmultum ltmbatum HF9484453v
Strmultum ltmbatum HF9484453vi
Stmultum ltmbatum HF9484453vii
Xitei/Ketta/Kitao, Boa Vista - Roraima 2-31'429N - 63:5592* W Forest Stmultum ltmbatum HF9484440
Stmultum ltmbatum HF9484451
Stmultum ltmbatum HF9484448
Stomultum ltmbatum HF9484450
Xitei/Xitei, Boa Vista- Roraima 2-3428 N-63-52411" W Forest Stmultum incrustatum HFO484445ii
Stmultum incrustatum HF9484456viii
Xitei/Parimad, Boa Vista - Roraima 2-350.89N - 63°52'6.01" W Forest Stmultum incrustatum HF9484446iii
Stmultum Incrustatum HF9484446v
Stmultum incrustatum HF0484447i
Stmultum tncrustatum HF9484447ii
Stmulfum incrustatum HF9484445ii
Haxid, Boa Vista - Roraima 24002638 N - 63-447 .65 W Forest Stmulfum incrustatum HFO484446iv
Stmultum incrustatum HF9484446vi
Stmultum incrustatum HF9484446vii
Stmultum incrustatum HF9484447iii
Stmultum tncrustatum HF9484445i
Parafuri, Boa Vista - Roraima 3-17/0.96" N- 635005298 W Forest Stmultum tncrustatum HF9484446i
Stmultum tncrustatum HF9484446ii
Stmulfum incrustatum HFO484447iv
Stmultum ltmbatum HF9484452

4.2. Caracterizagdao morfolégica

Os espécimes adultos foram triados e identificados em uma placa de petri com
alcool utilizando o padrdao de escudo como referéncia seguindo a descricdo de
SHELLEY et al. (1997). Foram retirados os trés pares de patas de cada exemplar e
preservados para a etapa molecular. Os respectivos adultos foram separados
individualmente em tubos com alcool 70% para posterior montagem em alfinetes
entomoldgicos como materiais testemunhos para morfologia e depésito na Colegao

de Trabalho da FIOCRUZ Amazo6nia.
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4.3. Analises moleculares

4.3.1. Extracao de DNA

O material preservado para as analises moleculares sdo as patas dos
simulideos, retiradas cautelosamente com o auxilio de estiletes e pingas
entomoldgicas. O material foi macerado com o auxilio de pistilos autoclavados e
levados a extragao de DNA, utilizando o kit de extragao “DNeasy Blood and Tissue -

Qiagen®”.

4.3.2. Amplificagao e purificagdo de DNA

A amplificacdo do gene CO1 foi realizada utilizando os padrées de DNA
barcoding com primers desenvolvidos por Folmer et al. (1994).

Os primers LCO1490 (5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3') e
HCO2198 (5" TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3'), 0s fragmentos
amplificados tiveram cerca de 680 pares de bases. A reacdo de amplificacdo foi
realizada seguindo as seguintes concentragdes: tampao da reagao [1X], MgCl2 [2
mm], dNTPs [0.2mM], par de primers LCO1490 e HCO 2198 [0,4 uM] cada um, Taq
DNA polimerase recombinante [5U/uL], 5 yuL do extrato de DNA e H20 ultrapura
completando o volume final de 50 uL. As condi¢des da reagao foram: 2’ iniciais a 94
°C, seguido 35 ciclos de 30" a 94 ° C, 30" a 49°C, 2°’a 72 ° C e finalizando com 10’ a
72°Ced =,

Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose as
bandas de DNA foram visualizadas em um transiluminador de luz ultravioleta. Os
fragmentos foram purificados através das bandas cortadas do gel de agarose,

utilizando o kit “Wizard SV Gel and PCR Clean-up System” da Promega®.
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4.3.3. Sequenciamento de DNA

As sequéncias foram obtidas através do sequenciador automatizado ABI
3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems®), utilizando kit para sequenciamento
BigDye® v3.1. O protocolo do sequenciamento esta disponivel em:

http://www.dnabarcoding.ca/CCDB DOCS/CCDB Sequencing.pdf.

Foi realizada a quantificacdo dos produtos de PCR por densidade optica,
utilizando um analisador de DNA ABI 3130 genético da Fundagao de Dermatologia e

Venereologia, Alfredo da Matta, Manaus (Amazonas).

4.4. Analises filogenéticas

As sequéncias consenso foram analisadas a partir correspondéncia entre as
sequéncias senso e consenso do gene CO1 e, em seguida, foram alinhadas e
editados usando software de bioinformatica em metodologia padronizada (Crainey,
et al. 2009, Crainey, et al. 2010). Pesquisas de “blasts” foram realizadas para
assegurar que todas as sequéncias obtidas eram do gene CO1.

A construcdo de sequéncias consenso foi realizada a partir dos
eletroferogramas em duplo sentido, e o alinhamento das mesmas através dos
programas Lasergene SeqMan v7.0.0 (DnaStar2006) e BioEdit, respectivamente. As
sequéncias foram agrupadas para realizar analises filogenéticas baseadas em
distancias genéticas utilizando o programa (TAMURA et al. 2011) e produzindo-se
diagramas baseados em MaximumLikelihood. As sequéncias foram depositadas nas

bases publicas de dados moleculares (GeneBank e EMBL).
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5. RESUTADOS

5.1. Sequencias de DNA mitocondrial CO1 de Simulideos

As sequéncias de DNA foram obtidas utilizando o fragmento de DNA
mitocondrial Citocromo Oxidase 1. Um total de 42 espécimes capturados em oito
localidades diferentes (Tabela 1). As coletas foram realizadas em dois ecossistemas
diferentes, sendo 05 pontos de coletas classificados como floresta tropical e 03 foram
classificados como savana (Figura 1 e Tabela 1). Os espécimes foram identificados
morfologicamente como sendo 15 da espécie S. incrustatum e 27 S. limbatum.

Foi extraido o DNA, sequéncias senso e antisenso, dos 42 espécimes
utilizando o fragmento de gene mitocondrial CO1. As sequéncias consenso foram
depositadas nos bancos de dados moleculares do Laboratorio Europeu de Biologia
Molecular (EMBL) e do Centro Nacional de Informacgdes sobre Biotecnologia (NCBI);
as sequéncias foram atribuidos os seguintes numeros de acesso: HF948445-

HF948456.

5.2. CO1 como ferramenta para a identificagao de vetores

O gene Citocromo Oxidase 1 (CO1) mostrou ser uma excelente ferramenta
para a identificagdo de simulideos. As sequéncias consenso obtidas, comparadas
com DNA mitocondrial de outros invertebrados, confirmou a especificidade das
sequéncias. Portanto, torna-se pouco provavel que derivem de pseudogenes de
origem mitocondriais ou nucleares. Todas as sequéncias foram obtidas, a partir de
amostras de DNA alvo de simulideos para uma analise mais detalhada.

Em andlise preliminar, as 42 sequéncias geradas neste estudo foram
alinhadas a um conjunto de 872 sequéncias unicas de CO1, derivadas de uma

grande variedade de espécies de simulideos. As 914 sequéncias analisadas tiveram
30



um corte em 519 nucleotideos. As analises de todas essas sequéncias juntas,
utilizando “Neighbour joining”, mostrou que os 42 espécimes do trabalho se reunem
em um unico grupo monofilético.

A arvore de maxima verossimilhanca (figura 2), mostra que no grupo
monofilético ha uma aparente subdivisdo em dois grupos irmaos, que coincidem com
as espécies identificadas morfologicamente, um grupo monofilético da espécie S.
incrustatum com os 15 espécimes da area de floresta e outro grupo também
monofilético com 27 espécimes de S. limbatum, sendo 5 da area de floresta e 22 de

savana.

5.3. Diversidade genética de S. limbatum de diferentes ecétopos

Apenas utilizando identificagdo morfoldgica, verificando os padrdes, néo foi
possivel diferenciar a origem dos 27 espécimes de S. limbatum coletados para esse
estudo. O sequenciamento de DNA utilizando o fragmento CO1 mostrou diferenca
evidente entre os espécimes coletados da area de floresta e aqueles coletados na
savana.

Os espécimes de S. limbatum foram coletados em trés diferentes areas de
savana (tabela 1). Estudos moleculares os agruparam em um mesmo grupo
monofilético, porém o agrupamento destas sequencias suporta a existéncia de
espécimes de ecotopos diferentes ou de uma subespécie.

A existéncia de tal subgrupo € apoiada pela variagdo de nucleotideos,
variacao essa encontrada até mesmo em amostras de um mesmo local. O que
sugere uma relacdo mais antiga, por tempo suficiente, por apresentar diferengas nas
ordens de nucleotideos nas sequencias. Entre os 22 espécimes de S. limbatum
estudados, de ecétopo de savana, observou-se variagao em apenas quatro posicoes

de nucleotideos dos 519 sequenciados. Todos esses polimorfismos de nucleotideos
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unicos (SNPs). Observou-se também que essa variagdo ocorre em 3 de cada 4
espécimes analisadas, o que sugere que os espécimes de S. limbatum coletados,
nesse ecoétopo de savana, sejam de origem mais antiga em relacao aos de floresta
tropical.

Os espécimes de S. limbatum coletados na floresta, no entanto, mostram
niveis muito mais altos de diversidade, em relagdo aos espécimes coletados na
savana, 0 que sugere uma origem ainda mais antiga e indicando, assim, que 0s
individuos do ecétopo de savana podem ter evoluido de um ancestral da floresta.
Nenhuma das cinco sequéncias de CO1, obtidas a partir de S. limbatum coletados
em ecotopos de floresta, foram idénticas. As variagdes foram de até 13 posi¢des de

nucleotideos (0,19-2,5%) dos 519 sequenciados.
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Figura 2 Arvore de Maxima Verossimilhanga a partir de sequéncias de CO1 com 519 pb. Indicando
o nome da espécie/local de coleta/numero de acesso ao banco de dados de sequencias. As caixas
sombreadas destacam os diferentes ecotopos. Os valores de suporte genéticos estdo em
porcentagens, aqueles que possuem suporte <50% tanto para analises de arvores “Neighbour joining”
quanto de Maxima Verossimilhanga estado indicados com um asterisco.
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5.4. Diversidade genética de S. incrustatum

As sequéncias obtidas dos espécimes de S. incrustatum apresentaram niveis
de variagao genética muito mais baixos que os espécimes de S. limbatum (Figura 2).
Dos 15 espécimes de S. incrustatum foram encontradas variagdes nas posicoes de
apenas 2 nucleotideos (sendo uma mudanga em um aminoacido conservador). As
sequencias de S. incrustatum variaram menos de 0,39%. Estes resultados sugerem
assim que a espécie S. incrustatum passou pelo processo de especiagcdo mais

recentemente do que a espécie S. limbatum.

6. DISCUSSAO

6.1. Utilizagcao de CO1 para caracterizar S. incrustatum

Nao houve clara distincdo entre as sequéncias de CO1 das amostras
coletadas de S. incrustatum, mesmo que estas tenham sido coletadas em diferentes
areas florestais. As sequencias de CO1 coincidiram com as espécies identificadas
anteriormente por métodos morfolégicos. Foi apresentado o padrdo do género
Simulium como previsto.

As sequéncias analisadas nao forneceram suporte para provar a existéncia
de S. incrustatum em areas de savana. Nos ultimos anos varios estudos vém sendo
realizados, utilizando DNA mitocondrial associado a analises morfolégicas o DNA
Barcoding of Life (HEBERT et al. 2003), estudos como esses podem auxiliar no

entendimento da dispersao geografica desses potenciais vetores de oncocercose.
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6.2. Confirmacao de S. limbatum no foco Amazonico de oncocercose e a
utilidade do CO1 para identificagao de vetores.

As sequéncias obtidas dos espécimes de S. limbatum e S. incrustatum apos
analises filogenéticas obtiveram suporte através da formagdo de grupos
monofiléticos, o que apoiou o status de espécie dos espécimes analisados. Estudos
indicam a utilizagdo de DNA mitocondrial, mais especificamente o fragmento CO1,
como sendo uma importante ferramenta para o estudo de vetores invertebrados.
Como o demonstrado nos estudos de simulideos do subgénero Trichodagmia com
diversidade nucleotidica de cerca de 10% (HERNANDEZ-TRIANA et al. 2012),
também utilizado para resolver problemas interespecificos das espécies da familia
Simuliidae (DAY et al. 2008; HAMADA et al. 2010; ILMONEN et al. 2009). Estes
estudos suportam utilizagdo do CO1 do DNA barcoding para esse estudo com
espécimes de S. incrustatum e S. limbatum relacionando-as com suas areas de
distribuicdo geogréfica, assim como apoiam a utilizacdo de CO1 para estudos com
outros vetores do foco amazénico de oncocercose.

O estudo utilizando CO1 também é suportado pelo fato de os espécimes
utilizados no trabalho terem sido coletados em locais onde as espécies de simulideos
vivem em simpatria (Figura 2), locais onde a distingdo clara e precisa utilizando
metodologias filogenéticas mostrou que as espécies nao sofreram isolamento
geografico, ndo havendo assim nenhuma introgressao entre as espécies.

Para enriquecimento do estudo s&o necessarias futuras inclusdes de
espécimes de outras areas como as de transi¢cao entre ecétopos, para que possa ser
realizada a identificacado de polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs). Semelhante
estudo foi desenvolvido para a identificacido e controle dos membros do complexo
Anopheles gambaie (MWANGANGI et al. 2013; SCOTT et al. 1993). Mesmo sem a

amostragem de todas as areas acima descritas, as sequencias desse trabalho
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podem, ainda assim, fornecer grande ajuda para a identificacdo e incriminacéo de
vetores.

As sequéncias de S. incrustam e S. limbatum utilizadas no trabalho, foram
depositadas nos bancos de dados publicos, e servirdo como ferramenta para auxiliar
na identificacdo de vetores amazénicos. Um exemplo de como essa nova técnica
poderia ser empregada com impacto imediato, no monitoramento de vetores é:
enquanto a maioria dos trabalhos descreve S. incrustatum somente em areas
florestais, um relatorio realizado pelo laboratério de referéncia brasileiro (Laboratério
de Simulideos e Oncocercose), relatou a presenca de S. incrustatum em areas de
savana(lgarapé Murupu, perto de Boa Vista) (MARCHON-SILVA et al. 2007),
entretanto estudos anteriores afirmam a exclusiva presenca de S. limbatum nessas
mesmas areas (SHELLEY et al. 1997). Se esta discrepancia esta relacionada a erros
de identificacdo ou a deslocamento de fauna, ndo esta claro, o que podemos afirmar
€ que ha uma necessidade de utilizacdo de ferramentas confiaveis para a
identificacéo desses vetores como o CO1.

Os principais pontos do trabalho é que as sequéncias obtidas podem ajudar
(no futuro) a produzir uma imagem mais clara da distribuigcdo de S. incrustatum nas
areas do foco amazobnico de oncocercose e a certificar S. limbatum como espécie
vetora. Embora tenha havido registros de infecgdes por S. limbatum no lado
venezuelano do foco. (BASANEZ et al..., 1988). Portanto dividas existem quanto a
descrigdo correta desses simulideos. (SHELLEY et al. 1997, 2010).

Os estudos moleculares pioneiros com S. limbatum foram realizados em
regides de savana do estado de Roraima, onde o status de espécie foi confirmado
(SHELLEY et al. 1997). Somente parte dos materiais de S. limbatum utilizados neste
estudo vieram destas areas, porem todos foram comparados com as sequéncias de

referéncia dos bancos de dados.
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Devido ao fato de as amostras terem vindo de numerosas colecdes (tabela 1),
estes resultados com valores suportados geneticamente sugerem o CO1 da iniciativa
DNA barcode como uma boa ferramenta para distinguir espécies por distancias
genéticas, com dados substanciais entre dois ou mais grupos com diferencas
menores que 10% de nucleotideos. Os resultados também sugerem a utilidade do

gene CO1 para a identificagao de outros vetores da oncocercose do foco Amazonico.

6.3. Potencial importancia epidemiolégica de S. limbatum

Os agrupamentos dos espécimes de S. limbatum na arvore de Maxima
verossimilhanca (Figura 2) distribuiu os individuos em dois grupos representados por
diferentes ecotopos. A presenca de S. limbatum em areas de floresta necessita de
uma maior amostragem de espécimes para determinarmos se tratasse de uma
subespécie ou simplesmente um grupamento de espécie isolados geograficamente
no ecotopo de floresta. Esse assunto levanta a hipotese da incriminacdo de S.
limbatum como hospedeiro de oncocercose (SHELLEY et al. 1987). As analises
moleculares apresentadas no trabalho podem ser utilizadas para solucionar o status
vetorial desta espécie. Evidéncias sugerem que S. limbatum ja se apresentou como
vetor de O. volvulus na porgao venezuelana do foco amazdnico de oncocercose
(BASANEZ et al. 1988), mas isto requer confirmacao.

A identificagao precisa das espécies vem desempenhando papel fundamental
na compreensao da epidemiologia e controle da oncocercose na Africa (GARMS et
al. 2009; TRAORE et al. 2009), deste modo a identificacdo precisa desses vetores

no foco amazonico podem viabilizar esses beneficios.
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6.4. Novas perspectivas sobre a origem de S. limbatum

As sequéncias CO1 utilizadas nesse estudo sdo de origem de DNA
mitocondrial, portanto podem sofrer alteracbes quando parasitas como Wolbachia
sdo encontrados nestes simulideos (CRAINEY et al. 2010), porém nao ha, até o
momento, nenhuma evidéncia de que as diversidades nas sequéncias de S.
limbatum tenham sido afetadas desta maneira. Logo os maiores niveis de
diversidade genética foram encontrados nos poucos espécimes de S. limbatum
encontrados do ecétopo de floresta. O que sugere a hipotese de que S. limbatum
tenha evoluido dos ecossistemas de floresta para a savana. Obviamente, para a
afirmagcdo dessa hipotese, se faz necessario o estudo de novas e maiores
amostragens de espécimes de todas as areas geograficas ao qual S. limbatum
habita, incluindo areas de transicdo entre ecotopos, para estudos de DNA

mitocondrial e também DNA nuclear.
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7. CONCLUSOES

* A utilizagdo do gene CO1 do DNA barcoding mostrou ser confiavel para
estudos com espécimes de S. incrustatum e S. limbatum relacionando-os com

suas areas de distribuicdo geogréfica;

» Estudos moleculares permitem a correta identificagdo de vetores o que auxilia
nos estudos epidemioldgicos e evolutivos dos simulideos de forma rapida e

precisa;

* Os estudos deste trabalho, de modo geral, apoiam a utilizagdo de CO1 para

estudos com outros vetores do foco amazoénico de oncocercose.
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