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RESUMO

Bactérias endosimbiontes sdo encontradas em varias espécies de artropodes. A
Wolbachia € uma bactéria que esta presente em cerca de 70% dos artrépodes,
pertencente ao filo Alpha-proteobacteria da familia das Anaplasmataceae.
Atualmente esta ganhando grande destaque em projetos de saude publica e
pesquisas, devido a sua habilidade de bloquear e proteger espécies de artropodes
de infeccdes virais, e pela sua habilidade de diminuir o tempo de vida de mosquitos
transmissores da Dengue. O objetivo do presente trabalho foi realizar uma revisdo
de literatura, obtendo uma visdo global sobre varios aspectos que norteiam a
Wolbachia. Para tal, foram realizados levantamentos de artigos cientificos em base
de dados no NCBI (PUBMED), entre outros. O processo de infeccdo pode ocorrer
naturalmente por duas vias: transferéncia vertical ou horizontal. A bactéria é capaz
de alterar fendtipos do hospedeiro podendo ser benéficos ou maléficos, alguns dos
principais mecanismos alterados destacam-se a incompatibilidade citoplasmaética e a
morte de machos, que sdo fatores importantes que proporcionam o0 sucesso de
disseminacdo da bactéria dentro de populagbes de artrépodes. O bloqueio do virus
pela bactéria foi comprovado apés a inoculacdo da bactéria em Aedes aegypti,
demonstrando ser um mecanismo importante para a diminuicdo dos casos de
dengue, uma vez que a bactéria se sobrepde sobre o virus e confere uma
‘imunidade” ao mosquito. Conclui-se que esta metodologia para controle do vetor da
dengue é considerada ecolégica, de baixo custo e eficaz, uma vez que 0s casos
epidemioldgicos podem ser diminuidos.

Palavras-chave: Wolbachia, incompatibilidade citoplasmatica, dengue.



ABSTRACT

Endosymbiont bacteria are found in several species of arthropods. Wolbachia is a
bacterium that is present in about 70% of the arthropods, belonging to the phylum
Alphaproteobacteria of the family of Anaplasmataceae. It is currently gaining
prominence in public health and research projects because of its ability to block and
protect arthropod species from viral infections and its ability to reduce the life span of
mosquitoes transmitting Dengue. The objective of the present work was to perform a
literature review, obtaining a global view on several aspects that guide Wolbachia.
For that, surveys of scientific articles were carried out in a database in NCBI
(PUBMED), among others. The infection process can occur naturally in two ways:
vertical or horizontal transference. The bacteria are capable of altering host
phenotypes, which may be beneficial or harmful, some of the main altered
mechanisms are cytoplasmic incompatibility and death of males, which are important
factors that promote the successful dissemination of the bacterium within arthropod
populations. Blockade of the virus by the bacteria has been proven after the
inoculation of the bacterium in Aedes aegypti, proving to be an important mechanism
for the reduction of dengue cases, since the bacterium overlaps the virus and confers
a "immunity" to the mosquito. It is concluded that this methodology to control the
vector of dengue is considered ecological, low cost and effective, since the
epidemiological cases can be diminished.

keyword: Wolbachia, cytoplasmic incompatibility, dengue.
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1 INTRODUCAO

Bactérias endossimbitticas sdo encontradas em Vvarias espécies de
artropodes terrestres, sendo algumas de maior importancia como: Wolbachia sp.,
Rickettsia sp. e Cardinium sp., sendo a Wolbachia (WB) a de maior destaque na
atualidade (WEINERT et al., 2015). A infeccao pela bactéria causa grande influéncia
para a espécie infectada que abrange da biologia reprodutiva a resisténcia de virus,
do tamanho de uma populacdo até a taxa de especiacdo desta espécie (WEINERT
et al., 2015; O” Neill, 1997).

A Wolbachia (WB) € uma bactéria intracelular obrigatéria, ou seja, fora de um
ambiente celular ela € incapaz de sobreviver (SINKINS et al., 1997). Estima-se que a
WB infecta aproximadamente 45-70% dos artrépodes, sendo considerada a maior
pandemia de todo o mundo (ZUG, 2012). Especula-se que esta grande
disseminacdo e adaptabilidade da WB perante as espécies de artrépode, se da pelo
fato do filo Arthropoda possuir uma grande variabilidade de espécies e individuos,
possuindo cerca de 1 milhdo de espécies classificadas (WEINERT et al., 2015;
TORTORA, 2017).

Atualmente a WB estd em grande destague devido a algumas linhagens
serem consideradas um método de controle de doencas e pragas agricolas,
causando assim, impactos financeiros e econémicos (AHMED et al., 2015). Em
relacdo a métodos de controle de doencas, sabe-se que a WB infecta espécies de
nematddeos e sao essenciais para sua sobrevivéncia, portanto o tratamento de
pessoas parasitadas por nematdédeos recebe uma outra metodologia, atacando e
alvejando a WB com o uso de antibiéticos, ao passo que o0 uso de antiparasitarios,
podem causar uma grande toxicidade para o individuo (JOHNSTON et al., 2017).

O segundo fator de destaque atual é a patogenicidade causada pela WB em
mosquitos vetores da dengue. Atualmente o projeto de infecgcdo do mosquito Aedes
aegypti pela WB é considerado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) um
método autossustentavel, ecoldgico e de baixo de custo (OMS, 2012). Segundo
O’Neill (2017), a produgcdo do mosquito modificado com a linhagem virulenta da

bactéria (wMelPop) possui o custo de 1 délar americano, por mosquito produzido.
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Este projeto de inoculacdo do mosquito vetor modificado esta sendo desenvolvido
em diversos paises como: Australia, Indonésia, india, Vietna, Colémbia e no Brasil.

O programa de pesquisa recebe o nome de “Eliminate Dengue” e trata-se de
uma colaboragdo internacional sem fins lucrativos liderada pela Universidade
Monash na Australia. O programa é dirigido pelo professor Scott O'Neill e reane
varios cientistas ao redor do mundo, incluindo especialistas de varias areas como:
Genética de Wolbachia, biologia e ecologia de mosquitos, epidemiologia, controle da
dengue, educacdo e promocédo da saude (ELIMINATE DENGUE, 2017). No Brasil o
projeto ‘Eliminar a Dengue: Desafio Brasil’ esta sendo administrado pela FIOCRUZ,
e até o momento foi comprovada a eficacia do blogueio da disseminacdo e
transmissdo do virus dengue e febre amarela em projetos pilotos no estado do Rio
de Janeiro (FIOCRUZ, 2016).

Sendo assim, uma revisao de literatura se faz necessaria para demonstrar 0s
atuais avancos sobre a WB, tendo em vista suas caracteristicas e levando em
consideragao sua capacidade de possivelmente diminuir a incidéncia e transmissao

do virus da dengue e em um futuro proximo, possivelmente erradicar a dengue.
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2 OBJETIVO

Realizar uma revisdo bibliogréfica e reunir informacdes basicas para a
introducéo do estudo da bactéria. Além disso, visa relatar as principais descobertas
atuais a respeito da Wolbachia e suas relagbes com o artrépode transmissor da
Dengue, o mosquito Aedes Aegypti.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Descrever as caracteristicas gerais da Wolbachia;

- Apresentar suas interferéncias na reproducao de artrépodes;

- Apresentar suas possiveis utilizagdes como controle de vetores de doencas;
- Apresentar sua possivel utilizagdo como controle biolégico contra o Dengue

Virus.
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3 METODOLOGIA

Nesta revisdo bibliografica foram realizados levantamentos de artigos
cientificos em base de coletas de dados no NCBI (PUBMED), revista NATURE,
revista Science (AAAS), informacdes online do projeto Eliminate Dengue, entre
outros. A busca foi realizada utilizando os descritores: Wolbachia, Wolbachia
dengue, Wolbachia taxonomia, Wolbachia reproducdo e Wolbachia ecologia. A
selecdo dos artigos foi realizada em conformidade com o0 assunto proposto,
descartando assim os estudos que, apesar de constarem no resultado da busca, né&o
condizerem com o obijetivo do trabalho.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Histéria

A bactéria Wolbachia pipientis foi primeiramente descrita por Hertig e
Wolbach em 1924 infectando o mosquito Culex pipiens, em suas células
germinativas. Naquela pesquisa, foram coletados insetos em Boston e de cidades
proximas, com o objetivo de determinar a incidéncia de organismos semelhantes a
Rickettsia presente em insetos e tentar designar um sistema de relacéo para o grupo
(HERTIG & WOLBACH, 1924). Apos a coleta e andlise dos resultados, concluiram
que a WB era um organismo que se assemelhava ao grupo Rickettsia. Este grupo €
importante por conter bactérias causadoras de tifo e febre das montanhas Rocky.
Entretanto esta nova bactéria ndo parecia ser responsavel por nenhuma doenca,
entdo foi ignorada (YONG, 2016). Somente em 1936 homenageando seu mentor,
Marshall Hertig publicou de fato o nome da nova espécie de bactéria. “The name
Wolbachia pipientis is proposed for the rickettsia of Culex pipiens” (PIETRI, et al.,
2016, apud HERTIG, 1936).

Cerca de 30 anos apOs a descoberta da bactéria, Ghelelovitch cruzando
espécies de Culex pipiens observou pela primeira vez que a proporcdo entre
cruzamentos intraespecificos havia se alterado, mostrando assim um tipo de
incompatibilidade entre os cruzamentos (GHELELOVITCH, 1952). Posteriormente,
este fendtipo produzido apenas por fémeas foi denominado por Laven em 1959 de
‘incompatibilidade citoplasméatica” em seu artigo intitulado: “A possible model for
speciation by cytoplasmic isolation in the Culex pipiens complex ”.

Posteriormente a bactéria foi descoberta infectando moscas Drosophila
melanogaster como uma linhagem virulenta chamada de wMelPop capaz de reduzir
o tempo de vida das moscas pela metade (RIEGLER et al., 2005). Esta linhagem é
caracterizada pela capacidade de infectar células especificas do cérebro da mosca.
A medida que a mosca vai envelhecendo, as células ficam saturadas de wMelPop e
acabam eventualmente causando uma degeneracao tecidual e a morte precoce da
mosca (MIN & BENZER, 1997)

N&o sendo um hospedeiro natural do mosquito Aedes Aegypti, 0 marco

importante da atualidade foi a inoculagéo e estabilizacdo da wMelPop nessa espécie
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(MCMENIMAN et al., 2009) Sendo uma variante extremamente virulenta de WB seu
nome “pop” é derivado do inglés “popcorn” e se caracteriza por um fendtipo
observado nesta linhagem, capaz de estourar o inseto infectado, de dentro para fora,
igualmente a uma pipoca (JOUBERT et al.,, 2016). Esta infec¢do sO foi possivel
através de técnicas de passagem seriadas para as linhagens de células do mosquito
(MCMENIMAN et al., 2008).

Esta hipotese de inoculacdo da linhagem virulenta em mosquitos é uma
proposta antiga e consiste em diminuir a tempo de vida do mosquito vetor da
doenca, consequentemente diminuindo casos para que nao haja surtos
epidemioldgicos da dengue. Na Figura 1 observa-se a linha do tempo com as
principais descobertas e marcos importantes relacionados a WB, comecando pela
descoberta da bactéria em 1924, até as novas técnicas de inoculagéo e soltura de

mosquitos modificados.
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Figura 1. Linha do tempo marcando importantes datas. Fonte: Adaptado de
LAMBRECHTS et al., 2015

Outras descobertas importantes se relacionam com o tratamento de doengas
parasitarias humanas. Novas abordagens de tratamentos surgiram atacando

diretamente a WB que hospeda certas espécies de nematoides como exemplo a
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filaria. Segundo Taylor et al. (2013) foi demonstrado que o ciclo de vida de certos
nematddeos depende exclusivamente de uma interacdo mutualista WB-
NEMATODEOS, onde nesta relacdo compostos sintetizados pela WB sdo essenciais
para o parasita e vice-versa. O tratamento alternativo para a filariose foi
demonstrado em pacientes infectados por Wuchereria bancrofti infectada por WB.
Apoés a administracdo de tetraciclina para os pacientes, o numero de WB no verme
comega a decair, afetando permanentemente a fertilidade de fémeas adultas do
verme. Ap6s um certo periodo os vermes adultos morrem prematuramente, entre 1 a
2 anos, comparado ao tempo de vida tipico do verme que varia de 10 a 14 anos.
Portanto, o uso de antibioticos para o tratamento alternativo de doenca causadas por
filarioides é valido, uma vez que o verme nao € capaz de sobreviver sem a presenca
da WB (LANDMANN et al., 2011).

4.2 Taxonomia e Morfologia

As bactérias sdo os menores tipos de células conhecidas, somente visiveis
com o emprego de um microscopio Optico. Possuindo diversos tamanhos, as
menores bactérias descritas pertencem ao grupo das Chlamydias e Rickettsias,
apresentando cerca de 0,1 a 0,2 ym de diametro (MURRAY et al., 2010). N&o
distante destes tamanhos diminutos, a WB apresenta seu tamanho abrangendo de
0,2 a 0,4 ym (KOSEK, 1977).

Quanto a morfologia, a WB €& uma bactéria gram-negativa da ordem
Rickettsiales, esta ordem é importante por conter espécies de bactérias que séo
patdbgenas para os humanos e outros mamiferos, como exemplo a bactéria
causadora da febre maculosa Rickettsia rickettsii. Apesar de pertencente ao mesmo
grupo, a WB nos mamiferos € inofensiva (LEPAGE & BORDENSTEIN, 2013).

Observa-se na figura a seguir (Figura 2) a célula de um inseto infectada por

trés WB, as bactérias estao envoltas por uma “camada branca”.
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Figura 2. Microscopia eletronica de transmissdo da WB dentro de uma célula
de um inseto. Fonte: PLoS Biol; 2004.

Em relacdo a taxonomia, sua classificacdo até género encontra-se na quadro
a seguir (Quadro 1), possuindo uma espécie até o momento: Wolbachia pipientis
(Hertig, 1936). De acordo com o NCBI atualmente existem mais trés candidatos a
nomes de espécies, porém, ainda ndo aprovado para classificacdo, sendo elas:
Wolbachia brouquii, Wolbachia inokumae e Wolbachia ivorensis. Até 0 momento o
género é dividido em 14 supergrupos designados de A até O (GLOWSKA et al.,
2015). Sendo A, B, e H infectantes de artropodes, enquanto C e D infectantes de
nematoddeos, o grupo F sendo o Unico capaz de infectar ambos os hospedeiros,
tanto artropodes como nematdédeos. Algumas espécies de artrépodes podem
carregar mais de um supergrupo, como a espécie Aedes albopictus, que é infectada
por wAIbA e wAIbB uma do supergrupo A e outra do B. A classificacdo de WB esta
diretamente relacionada ao seu hospedeiro em que possui simbiose, como exemplo
wMel séo linhagens encontradas originalmente no artropode Drosophila
melanogaster, wPip sdo linhagens encontradas em dipteros Culex pipiens. Apesar
de possuir esta grande variedade de linhagens o genoma principal da WB ainda é
mantido. (LEPAGE & BORDENSTEIN, 2013; BANDI et al., 1998).
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Quadro 1. Quadro taxonémico da Wolbachia.

Reino Bacteria (Woese et al., 1990).
Filo Proteobacteria (Garrity et al., 2005).

Classe Alpha-proteobacteria (Garrity et al., 2005).

Ordem Rickettsiales (Gieszczykiewicz, 1939).

Familia Anaplasmataceae (Philip, 1957).
Género | Wolbachia (Herting, 1936).

Fonte: do proprio autor.

4.3 Reproducédo em Artropodes e Conflitos Intragenémicos

A WB é capaz de manipular caracteristicas reprodutivas do seu hospedeiro,
sendo classificados estes meios de transmissfes em duas grandes categorias, a
transferéncia vertical e transferéncia horizontal. Dentre estes meios de transferéncia
podemos distinguir e observar 4 tipos de manipulacdo ou fendtipos, sendo eles:
feminizacdo, morte de machos, partenogénese e incompatibilidade citoplasméatica
(IC). Usando estes meios e manipulacdes, a WB consegue se espalhar pelas
populacdes de hospedeiros com grande aptiddo, adaptabilidade e facilidade
(KAGEYAMA, et. al, 2012).

Algumas linhagens de WB podem induzir mais de um fendtipo, quando
infectando em espécies diferentes. Como exemplo, uma linhagem que infecta
naturalmente Cadra cautella (lepidépteros) geralmente causam IC, mas quando
infecta em outra espécie de lepidopteros (Anagasta kuehniella), esta mesma
linhagem pode causar um outro fenétipo que é a morte de machos (SASAKI &
ISHIKAWA, 2000).

Esta facilidade de mudar as caracteristicas de reproducédo é descrita por
Stouthamer e colaboradores, (2010). Observou-se que insetos infectados por
linhagens de WB que apresentam mutagfes gendmicas de alelos que sao
caracterizados por uma baixa fertilizagdo, sempre resultardo em uma perda
irreversivel da reproducdo sexual da espécie infectada, explicando assim este

mecanismo tao eficiente de sua disseminacao por transferéncia vertical.
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4.3.1 Transferéncia Horizontal

A transferéncia horizontal se caracteriza principalmente quando nédo se
vincula qualquer tipo de relagdo parental (ANTONOVICS et al.,, 2017). Analises
filogenéticas de WB, sugerem que este tipo de transmissdo ocorreu entre espécies
em uma escala de tempo evolutiva com uma taxa de frequéncia relativamente alta.
Embora considerado pouco provavel e de dificii documentacdo, um estudo de
Ahmed e colaboradores, (2015) constatou a transferéncia horizontal entre vespas
parasitoides Eretmocerus sp. e moscas brancas Bemisia tabaci. Segundo o estudo,
a vespa nao portadora de WB, ao inocular os ovos em uma mosca branca portadora
de WB, passa assim a transmitir a WB em um periodo de 48h apds o contato inicial.

Observa-se na Figura 3 este processo de transferéncia horizontal entre espécies.

Figura 3. Um mecanismo de transferéncia horizontal de WB. Momento onde
uma vespa inocula seus ovos em um afideo. Caso este esteja infectado por WB a

vespa passa a transmitir a bactéria. Fonte: Scienceimage.

Em 2016 foi documentado o primeiro caso de transmissao horizontal mediada
por uma planta entre moscas brancas Bemisia tabaci Asiall7. O processo de
infec¢@o se inicia ap0s uma mosca branca infectada se alimentar de uma folha de
algodéo e esta passar a carregar nos vasos de floema a WB. A maioria das moscas

brancas néo infectadas quando se alimentam de uma folha infectada pela WB
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passam a carregar a infeccdo e consequentemente transmitem verticalmente a WB.
Constatou-se que uma vez infectada, a planta carrega a WB na folha por até 50
dias. O estudo foi também replicado entre espécies de plantas de feijdo e pepino,
sugerindo que a transmissao horizontal € possivel entre outras espécies de plantas.
Este importante estudo constata a grande prevaléncia de WB entre os artropodes,
sugerindo também o porque da WB se manter entre populacbes através da
transferéncia horizontal. (LI et al., 2016)

Outro estudo demonstra que em isopodes terrestres o predatismo e o
canibalismo, podem levar a ingestdo de WB. No estudo foi constatada a presenca de
WB em outros 6rgaos diferentes do intestino, demonstrando assim que a WB pode
atravessar a barreira intestinal e contaminar outros 6rgaos do predador (LECLEC'H
et al., 2013).

Através desta possibilidade de transferéncia, o resultado € uma dispersao
global entre diversos hospedeiros, uma vez que podem incrementar uma aptidédo ou
habilidade para uma outra espécie, que resulta em uma a¢ao positiva ou negativa,
sendo assim de extrema importancia para a agricultura, biologia, ecologia e

evolucdo de grupos de artropodes (AHMED et al., 2015).

4.3.2 Transferéncia Vertical

A transferéncia vertical é caracterizada pela transmissédo da WB da linhagem
parental para a prole, sendo considerado o principal meio de transmissdo da WB
(HOFFMAN, 2011). Pelo fato da WB infectar diretamente a linha germinativa
maternal, esta mantém uma habilidade extraordinaria de influenciar a reproducdo no
hospedeiro, priorizando a proliferacao e infeccéo de fémeas (PIETRI et al., 2016).

Este conflito intragendmico pode ser visto como um gene egoista, de forma
gue bactérias endosimbiontes transmitidas de forma citoplasmatica, como a WB,
evoluiram para matar gametas ou descendentes que dao origem a linhagens que
nao os transmitem (FRIBERG & RICE, 2015). Sendo assim, podemos inferir
segundo Friberg (2015), um dos fatores hipotéticos que explica a grande mortalidade
de machos, em espécimes infectados por WB, esta relacionado ao fato da WB
priorizar somente fémeas, que possuem maior afinidade e facilidade para

transmissao.
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4.3.3 Fenotipos resultantes da reproducao em Artropodes

4.3.3.1 Incompatibilidade Citoplasmatica

Descoberta a mais de 45 anos por Yen e Barr (1971), a incompatibilidade
citoplasmatica (IC) ainda continua um mistério. Estudos recentes de mapeamento
genético estdo comecando a desvendar os mecanismos moleculares que levam o
artrépode a este fenétipo (WERREN et al., 2008).

Para entendermos como a WB manipula o seu hospedeiro, temos que
assimilar o seu método de cruzamento entre individuos da mesma espécie. A Figura
4 abaixo exemplifica este tipo de manipulacdo e sua consequéncia na reproducéo

nos artropodes.
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Infectado pela Wolbachia
Figura 4. Relagdo de cruzamento e a manipulacdo sexual administrada pela
Wolbachia e seu hospedeiro. Fonte: do préprio autor.
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Quando espécies sem a infeccdo por WB cruzam, sua prole nasce
normalmente. Entretanto o problema se origina quando machos infectados cruzam
com fémeas nado portadoras da WB, nesse caso a consequéncia é uma prole nao
vidvel. Em contraste, quando a fémea € infectada e o macho ndo apresenta
infeccdo, a prole € bem sucedida, porem estara infectada também. E por ultimo
guando ambos os sexos estao infectados, estes produzem uma prole viavel, porém,
infectada (WERREN et al., 2008). No Quadro 2 temos exemplos de algumas
espécies onde este mecanismo de IC ocorre.

Quadro 2. Espécies infectadas pela Wolbachia que produzem IC.

Ordem Espécie

Acari Panonychus mori (GOTOH et al., 2005)

Coleoptera Tribolium confusum (MING et al. 2015).

Diptera Ceratitis capitata (ZABALOU et al., 2004).

Hemiptera Bemisia tabaci (AHMED et al., 2015).

Himenoptera | Eretmocerus sp.(AHMED et al., 2015).

Isopoda Porcellio dilatatus dilatatus (LE CLEC'H, 2013).

Lepidoptera | Ephestia kuehniella (IKEDA et al., 2003).

Ortoptera Chorthippus parallelus (SARASA et al., 2013).

Fonte: WERREN et al., 2008.

Apesar de ainda incerto de como este mecanismo ocorre a nivel molecular,
existem dois componentes que sdo: a modificacdo do espermatozoide e defeitos
relacionados a mitose no ciclo celular durante a fase embrionaria. Na primeira fase,
a modificacdo do espermatozoide € induzida pela WB durante a espermatogénese,
ocorrendo assim uma incompatibilidade ovo-esperma (WERREN et al., 2008). Em
relacdo a fase embrionéria, ap6s a uma eventual fecundacdo com um ovocito nao
infectado, problemas relacionados a replicagdo do DNA e o ciclo celular ocorrem,
levando a letalidade do embrido (SULLIVAN, 2017).

Este fendtipo frequentemente denominado de parasitismo reprodutivo,
combinado com uma efetiva transmissdo vertical de maes para proles,
satisfatoriamente explica esta grande dinamica de invasao entre espécies pela WB
(BAILLY-BECHET, 2017; WERREN, 2008).
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4.3.3.2 Incompatibilidade Citoplasmética Bidirecional

Recentemente, foi descoberta uma variante da IC, denominada de
incompatibilidade citoplasmatica bidirecional. Este fenotipo esta relacionado com
linhagens de WB diferentes, ou seja, se um acasalamento ocorrer entre individuos
infectados por linhagens de WB diferentes, a prole sera inviavel. O oposto do
acasalamento quando se tem individuos portadores de WB com a mesma linhagem,
que geram descendentes viaveis e infectados. Apesar de se conhecer pouco sobre
0S mecanismos que geram esta IC bidirecional estudos citogenéticos demonstram
que a IC bidirecional estd relacionada a uma condensacdo imprépria dos
cromossomos paternos. Segundo Werren, (1990) este mecanismo pode se reverter
uma vez tratando os insetos infectados com antibiéticos (BREEUWER & WERREN,
1990; BRANCA et al. 2009). A figura 5 demonstra esta IC Bidirecional. O
cruzamento entre individuos infectados com linhagens de WB diferentes néo

produzirdo uma prole viavel.

Incompatibilidade Citoplasmatica Bidirecional

o-¢ e-0 -0 0-@

Compativel Compativel Incompativel Incompativel
Wolbachia X- Wolbachia Y- Progénie Progénie
progénie infectada progénie infectada nao viavel nao viavel

. Tipo X de Wolbachia infectado

. Tipo Y de Wolbachia infectado

Figura 5. Incompatibilidade Citoplasmatica Bidirecional. Fonte: Adaptado de
JOHNSON, 2015.
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4.3.3.3 Incompatibilidade Citoplasmatica Incompleta

Foi recentemente descrita por Betelman (2017) a constatacdo em uma
espécie de vespa parasitoide (Spalangia endius) do aumento do nimero de pupas
macho, uma vez que a WB possui um “tropismo por células fémeas”. Este fenotipo é
também caracterizado pela baixa proporcdo de progénie fémea produzida, em
contraste com o fenotipo classico da IC, onde se constata uma maior prevaléncia de
proles fémeas. Uma outra caracteristica observada no experimento foi um
prolongamento da expectativa de vida da vespa infectada, o que gera assim uma
maior disseminacao da bactéria pela populagéo.

4.3.3.4 Partenogénese

A partenogénese é o processo pelo qual as fémeas de uma espécie se
autofecundam, sem a presenca de um macho para a troca de gametas. Ainda mais
incomum que a IC, Werren (1997) relata que este fendtipo € mais comumente
observado na ordem hymenoptera e recentemente foi documentado acometendo
espécies de acaros (WEEKS & BREEUWER, 2001). Assim como a IC a
partenogénese se caracteriza pelos defeitos relacionados a mitose no ciclo celular
durante a fase embrionaria, resultando em um desenvolvimento diploide de ovos nédo
fertilizados. O motivo de produzir somente fémeas se caracteriza por estas
possuirem uma maior facilidade de transmitir a bactéria para a sua prole (WERREN
et al., 2008).

Nas fémeas infectadas por WB, toda sua prole sera fémea e portadora da
bactéria como mostrado na Figura 6. Algumas ordens infectadas que expressam o

fendtipo sdo: Acari, Himendptera e Thysanoptera (WERREN et al., 2008).
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Infectado pela Wolbachia
Figura 6. Reproducdo por partenogénese em insetos infectados pela

Wolbachia. Fonte: do proprio autor.

4.3.3.5 Feminizacédo de Gametas

Em muitos mamiferos a determinacdo do sexo € proveniente dos
cromossomos sexuais e em artropodes este sistema nao se difere muito
(GRIFFITHS, 2013). Embora a reproducdo sexual seja o mais comum, insetos
portadores de WB podem manifestar a feminizagdo de gametas (WERREN et al.,
2008). Foram descritos estudos mais comumente em espécies de isépodes como:
Armadillidium vulgare e crustaceos como Gammarus duebeni e recentemente foram
descobertas espécies de borboletas e cigarras que possuiam este fendtipo
(KAGEYAMA et al., 2012).

A feminizacdo induzida por WB pode ocorrer por meio de diferentes
mecanismos. Basicamente os machos sdo transformados em fémeas interferindo na
producdo dos hormdénios. A WB é capaz de se proliferar dentro da glandula
androgénica de isoOpodes, a consequéncia desta proliferacdo é a hipertrofia da
glandula e a consequente inibicho da mesma, o resultado € que os individuos
geneticamente caracterizados como machos (XY) se desenvolvem como fémeas.
Para os insetos hospedeiros recentemente descobertos, o mecanismo ainda é
incerto, sabe-se que a remocao de WB no estagio de desenvolvimento, acarreta em
um individuo intersexo (WERREN et al., 2008).
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4.3.3.6 Morte de Machos

A morte dos machos é descrita em artropodes como: coleoOpteros, dipteros,
lepidopteros e pseudoescorpides (FIALHO & STEVENS, 2000; DYER & JAENIKE,
2004; JIGGINS et al., 2001). Na maioria dos casos a morte dos machos ocorre no
estagio embrionario. Sendo um fator evolutivo favordvel para as fémeas que
consequentemente terdo mais disponibilidade de nutrientes. Especula-se que este
tipo de manipulacdo ocorrer durante uma tentativa de feminizacdo de machos, nao
obtendo éxito, os machos acabam morrendo. Este quadro pode ser reversivel uma
vez que estudos demonstram que quando tratados com tetraciclina, os machos
conseguiram se desenvolver (WERREN et al., 2008).

Recentemente foi constatada uma mutacdo genética de uma espécie de
borboleta Hypolimnas bolina, nativa das ilhas Samoa que conseguiu desenvolver
uma resisténcia a este fenétipo. Esta adaptacdo segundo o estudo so foi possivel
devido a rapida evolucédo, adaptacdo e alta taxa de procriagdo com cerca de 10
geracdes desta espécie ao longo de 1 ano. O estudo concluiu que devido a esta
grande pressao adaptativa externa, este mecanismo de selecdo natural pode ser
bastante rotineiro em espécies in natura (BASU, 2007). Porém Hornett, (2014) em
um estudo mais recente, analisou este alelo que causava a resisténcia para o
fendtipo e concluiu que o mais provavel é que esta caracteristica tenha sido
introduzida via imigragéo, ndo por uma mutacéo como supunha Basu (2007).

Segundo Oliveira, (2012) estes fenoétipos descritos podem aparecer em
conjunto em uma espécie. Como exemplo a IC pode aparecer junto com a morte de
machos, e assim por diante. Estes fenotipos em conjunto, explicam a grande
invasdo em populacdes selvagens devido a esta aptiddao na reproducdo do seu
hospedeiro.

4.4 Relacdes ecoldgicas Wolbachia-hospedeiro

A ecologia se refere ao ramo da biologia onde se estuda as interacdes dos
seres vivos entre si e 0 meio onde este se encontra. Tendo isso em vista, podemos
observar varios comportamentos ecoldgicos entre a WB e seus hospedeiros.

Dependendo do ponto de vista estas interagfes poderdo ser caracterizadas como
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benéficas ou maléficas para o hospedeiro. Geralmente a WB apresenta um
comportamento endossimbiotico neutro (PIETRI, 2016).

Acredita-se que o modo de transmissao (horizontal ou vertical) determina um
importante papel na evolugdo da interacdo WB-hospedeiro, definindo assim sua
relacdo parasitaria ou mutualista. De acordo com este ponto de vista, a transferéncia
horizontal é vista como virulenta e evoluindo para uma relacéo parasitaria, ao passo
que a transferéncia vertical favorece uma evolug¢do benéfica e mutualista. Modelos
tedricos demonstram que mesmo uma baixa taxa de transferéncia horizontal pode
contribuir com a viruléncia do patégeno. Como exemplo temos a linhagem “popcorn”,
especula-se que essa linhagem possa representar uma mutacdo ou uma
transferéncia de genes entre WB que resultou em uma desvantagem para o
hospedeiro (WERREN, 1997).

A seguir temos alguns exemplos das relacbes entre WB-hospedeiro:

Mutualismo: WB pode auxiliar o hospedeiro na sintetizacdo de nutrientes para
0s nematodeos. O nematddeo € incapaz de sobreviver sem a presenca da WB. Esta
relacdo obrigatéria envolve uma longa historia evolutiva compartilhada e geralmente
sdo encontradas em células especializadas do hospedeiro (AHAMED et al., 2015;
LANDMANN et al., 2011).

Parasitismo reprodutivo: sdo 0s mecanismos ja descritos aqui como
transferéncia vertical.

Endosimbiose: teorias descrevem a WB como um processo evolutivo que
resultard& em uma nova organela, assim como a mitocondria evoluiu de
microrganismos ancestrais, em uma relagcdo endosimbiotica ao longo de milhares de
anos (TORTORA, 2017).

Microbiota do Inseto: recentemente Simhadri, (2017) constatou uma alteracao
significativa de bactérias na microbiota intestinal de Drosophila melanogaster
infectadas por WB. Demonstrando que esta alteragdo compromete no
desenvolvimento da mosca. Ressaltando assim o cuidado ao se realizar estudos

relacionados a fenotipos.
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4.5 Wolbachia e suas relacdes com a Dengue

Os principais virus patogénicos para humanos transmitidos por mosquitos sao
originais de trés familias: Flaviviridade, Togaviridae e Bunyaviridae. Na Quadro 3
observa-se as familias e as principais doencas causadas pelos seus vetores.
Observe que a dengue é transmitida por duas espécies de mosquitos (JOHNSON,
2015).

Quadro 3. Relacado de virus e seus respectivos vetores.

Mosquitos vetores de arboviroses e seus respectivos vetores comum

Familia do Virus (Tipo

Material Genético) Género Exemplos de Arbovirdses Vetores comuns
Aedes aegypti, Aedes
Dengue virus albopictus
Flaviviridae (RNA (+) fita o Virus da encefalite Japonésa Culex spp.
. Flavivirus . ) .
simples) Virus da encefalite de St. Louis Culex spp.
Virus do oeste do Nilo Culex spp.
Virus da Febre Amarela Aedes spp.
Aedes aegypti, Aedes
Chikungunya virus albopictus
Togaviridae (RNA (+) Fita Alphavirus Virus O'nyong nyong Anopheles spp.
simples) Virus Floresta Semliki Aedes spp.
Virus encefalite de Equinos
Venezuelanos Aedes spp., Culex spp.
Bunyaviridae (RNA (-) Orthobunyavirus Virus La Crosse Aedes triseriatus
Fita simples) Phlebovirus  Virus da Febre do Vale Rifth Aedes spp., Culex spp.

Fonte: Adaptado de JOHNSON, 2015.

A dengue é uma doenca viral transmitida principalmente pelo mosquito Aedes
aegypti e atualmente mais de 30% da populacdo mundial esta em risco. O parasita
pertencente a familia dos Flavivirus e possui quatro sorotipos: DENVs 1-4
(KHETARPAL & KHANNA, 2016).

O controle do virus da Dengue tem sido problematico, pois ndo existe vacina
e drogas efetivas contra os 4 sorotipos do virus. Portanto o controle do mosquito
vetor é considerado a Unica opcdo para prevenir a transmissdo durante as
epidemias. Recentemente um novo método de biocontrole usando a bactéria
endossimbiotica WB tem sido desenvolvido para inibir a replicacdo do virus

(JOUBERT et al., 2016).
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4.5.1 A inibig&o do virus e a protegéo antiviral

Véarias bactérias simbiontes conferem beneficios de aptiddo para os
organismos ao qual infectam. Este fato ndo é diferente com a WB, pois esta pode
mediar uma protecao antiviral para seu hospedeiro. Inicialmente a protegéo viral
conferida pela WB foi descoberta em Drosophila melanogaster (TEIXEIRA et al.,
2008). Segundo Teixeira (2008) em seu estudo foi possivel demonstrar que a
infeccdo por WB conseguiu reduzir e atrasar consideravelmente a mortalidade
induzida pelos virus: Drosophila C virus (Dicistroviridae, DCV), Cricket paralysis virus
(Dicistroviridae, CrPV) e Flock House virus (Nodaviridae, FHV). Foi constatado no
estudo que a presenca de WB possui dois impactos diferentes sobre os virus. O
primeiro impacto importante observado foi referente ao acumulo dos virus nas
moscas, onde as moscas infectadas demonstraram uma reducéo/atraso do virus nos
tecidos. O segundo impacto observado foi relacionado a mortalidade induzida pelo
virus, onde também foi reduzida e atrasada.

Recentemente estudos relataram que quando a WB é forcada a estabelecer
uma relacdo simbidtica com o Aedes aegypti onde ela previamente ndo se
hospedava naturalmente (inoculacdo e microinjecéo), ela é capaz e impulsionar a
resposta imune basal e consequentemente aumentar a sua resisténcia a patdégenos
como Zika virus e parasitas como malaria (PAN et. al. 2017).

Outros estudos relataram a inibicdo do virus da dengue sendo mediada
através da superinfec¢cdo que se caracteriza pela infeccdo simultanea de linhagens
virulentas wMel e wAIbB no mosquito. Demonstrado em laboratério, a superinfeccéo
tem se tornado um significante redutor de transmissdo do virus. Mais
especificamente, verificou-se que a Wolbachia limita a replicacdo de patdgenos, em
particular os virus de RNA de cadeia simples, tais como Dengue (DENV), Febre
Amarela (YFV), Chikungunya (CHIKV) e Zika (ZIKV) inibindo também patégenos
parasitas como filariose e malaria. Na Figura 7 observa-se a limitacdo do
crescimento dos virus e a prevaléncia da WB. Porém como qualquer outro método
de controle, as conclusdes foram que em um futuro proximo respostas e adaptacdes

evolutivas possam limitar a eficacia deste método (JOUBERT et al., 2016).
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Figura 7. Imunofluorescéncia de omatideo demonstrando a inibicdo do virus
Dengue pela Wolbachia. (A) Célula controle, sem infec¢do por WB. (B) 14 dias ap0s
a infeccdo por DENV em vermelho. (C) Transinfec¢cdo de células com WB. (D) 14
dias apos a transinfeccdo, os niveis de DENV séo reduzidos, com a presenca da
WB. Fonte: Adaptado de MOREIRA, et al., 2009.

4.5.2 Incompatibilidade citoplasmatica em Aedes aegypti e Aedes albopictus

A IC é um mecanismo usado pela Wolbachia para se espalhar por
populacdes de insetos. Nao sendo natural de Aedes aegypti, a linhagem wMelPop
foi intencionalmente inoculada nos mosquitos, fornecendo assim a combinacao de
inibicdo viral e um mecanismo incorporado de auto propagacdo que oferece
perspectivas atraentes para o controle da transmissdao da dengue por A. aegypti
(BLAGROVE et al, 2012).

Aedes albopictus € um mosquito nativo do sudeste da Asia e recentemente
vem se disseminando pelo mundo como um vetor do virus da dengue. Todas as
populacdes de A. albopictus sédo naturalmente infectadas por duas linhagens de W.
pipientis, sendo estas WAIbA e wAIbB. Porém estas linhagens fornecem somente o

fendtipo de IC, sendo necessario a infecgcdo de A. albopictus com linhagens de
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wMelPop, para a producdo de perspectivas de controle satisfatorias da dengue
(BLAGROVE et al., 2012).

4.5.3 Impactos epidemiolégicos

Atualmente a dengue esta presente em 128 paises, sendo 0s paises em
desenvolvimento os mais afetados. A globalizacéo, viagens aéreas e a urbanizacao
sao os principais agravantes da disseminacdo geografica da doenca (KHETARPAL

& KHANNA, 2016). Na Figura 8 observa-se a disseminagao da dengue no mundo.

El Paises ou areas de risco de transmissdo da dengue
e, ' T Nao aplicavel

Figura 8. Paises e areas de risco para a transmissdo da dengue. Fonte:
Adaptado de OMS, 2014.

Anualmente a dengue infecta cerca de 390 milhdes de pessoas (KHETARPAL
& KHANNA, 2016). Devido a esta alta taxa de infec¢éo e levando em consideracao
gue os métodos atuais para o controle da dengue néo tem sido suficientes para seu
controle epidemiolégico, novas alternativas vém surgindo devido a avangos
tecnoldgicos e intelectuais.

N&do sendo uma ideia recente, a proposta de controlar a populacdo de
mosquitos e artrépodes se originou na metade do século passado, entretanto

somente na ultima década esta pratica se tornou significante, sendo também
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descrita como uma técnica de abordagem de biocontrole em populacdes selvagens
(LAMBRECHTS et al., 2015).

A proposta de controle epidemioldgico se da através da IC, devido ao fato da
mesma ser um fendtipo mais predominantemente e de facil disseminacdo em
insetos (VAVRE & BEUKEBOOM, 2014). A inoculacdo de linhagens de WB que
causam este fenotipo em populacdes de Aedes aegypti é relevante, pois se
caracteriza pelo rapido aumento de infeccbes na populagcdo. Isso ocorre, pois
somente as fémeas infectadas podem originar uma prole vidvel, sendo assim
transmitido verticalmente como descrito na Figura 2 (JOHNSON, 2015). A seguir na
Figura 9 observa-se o tempo necessario para a completa disseminacdo da WB na

populacdo de mosquitos.
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Figura 9. Tempo necessério para a total infeccdo da WB em uma populacao
natural. Fonte: ELIMINATE DENGUE, 2017.

Para que a infeccéo, inibicdo e epidemiologia tenham efeitos significativos, o
fendtipo de IC, é essencial para que a WB se mantenha na populacdo de Aedes
aegypti. Do ponto de vista epidemioldgico, para que a doencga se dissemine entre as
populacbes de Aedes aegypti, a longevidade do mosquito é de fundamental
importancia. Portanto estratégias que buscam reduzir o tempo de vida dos
mosquitos também séo eficazes, uma vez que o ciclo e transmissdo do virus se da
pelo tempo de repasto sanguineo e pelo tempo de periodo de incubacao extrinseco.
Segundo Dutra (2014), “este tempo em campo € considerado longo, consumindo
boa parte do tempo de vida do hospedeiro o que faz com que s6 uma parcela da

populacédo (os individuos mais velhos) seja capaz de transmitir o virus.”.
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4.5.4 Resultados e perspectiva no Brasil

No Brasil a Fiocruz lidera o projeto Eliminar a Dengue: Desafio Brasil e conta
com o apoio do Ministério da Saude. O tendo inicio em 2014 o projeto piloto foi
aplicado na llha do governador, no bairro: Tubiacanga e em Niter6i em Jurujuba e
em 2016 a expansao beneficiou mais 27 bairros em Niterdi e mais outros 10 bairros
na llha do Governador. Recentemente no més de agosto de 2017 foram feitas a
primeira soltura de mosquitos Aedes aegypti modificados com a WB. O processo e
realizado em partes de modo que toda a Ilha receba a cobertura pelos mosquitos.
Acredita-se que apos a conclusdo do processo em 2018, cerca de 2,5 milhdes de
habitantes sejam beneficiados pela soltura dos mosquitos, tendo em vista o blogueio
e inibicao do virus conferido pela WB (FIOCRUZ, 2017).

Além disso, o projeto conta com uma estrutura que funciona como Simulado
de Campo (estrutura que reproduz as condicbes ambientais para a criagcdo do
mosquito) e tem como objetivo suprir a demanda de producdo dos mosquitos, onde
a capacidade de producdo atinge 600 mil ovos por semana. Com a estrutura, a
producdo pode alcancar até 10 milhdes de ovos por semana (FIOCRUZ, 2017).
Destaca-se que para a implementagcao do projeto, deve obter aprovacao de diversos
orgdos ambientais para que se constatar a seguranca, protecao e salude para 0 meio
ambiente, tendo isso em vista isso, 6rgdos como: Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa), o Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Naturais
Renovaveis (Ibama), o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento fazem
parte do protocolo para aprovacéo (FIOCRUZ, 2017).

Em relacéo a sua eficacia, sera possivel avaliar entre trés a cinco anos apos a
soltura dos mosquitos modificados. Com estudos epidemiolégicos se pode concluir
com base nos dados, se realmente o projeto causou impacto na populacao estudada
e analisada (EBC, 2017).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Estudos recentes demonstram um amplo territério para a utilizacdo da
bactéria WB em relagéo ao controle de virus. Sao varios os mecanismos observados
nos artropodes infectados como: alteracdo na reproducdo, encurtamento do tempo
de vida e alteracdes nas aptiddes, sendo que a WB esta sendo considerada como o
principal agente de controle do mosquito da dengue, uma vez que estudos
comprovam a eficdcia do bloqueio do virus pela bactéria. Portanto, propbe-se
estudos mais profundos para constatar o real bloqueio oferecido pela WB para
outros patdgenos virais causadores de doencas emergentes e reemergentes.

O mecanismo de incompatibilidade citoplasmética que inevitavelmente ajuda
a disseminacdo da WB em populacées de mosquitos vetores da Dengue, foi um
fator levado em consideracao para se propor a estratégia de controle epidemiolégico
do virus. Apesar de ser uma abordagem revolucionaria e promissora, ndo se sabe
sobre os efeitos que a soltura in natura de mosquitos infectado pela WB possa
acarretar para o meio ambiente e/ou sistema ecolégico a um longo prazo. Portanto,
nao se pode subestimar o poder da selecdo natural e da adaptacédo das espécies no
meio, observando ndo somente o ponto de vista dos mosquitos e da WB, mas
principalmente os virus de RNA que diante a uma pressdo seletiva, sdo mais
propensos a mutagdes.

O investimento em pesquisas sobre a viabilidade do uso da WB como
mecanismo de controle populacional de artropodes € de fundamental importancia
para a possivel diminuicdo dos efeitos de doencas a eles relacionadas. Assim
sendo, observando que a WB demonstra um comportamento extremamente
competidor, esta metodologia para controle de vetores e doencas é considerada

ecologica, de baixo custo e eficaz.
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