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Resumo

De acordo com a Organizacdo Mundial da Satide (OMS) que cerca de 2,5 bilhdes
de pessoas habitam areas de risco de infeccdo pelo virus dengue (DENV) doenca
transmitida por vetores como Aedes aegypti, sendo relatados entre 50 e 100 milhdes de
casos de infec¢do a cada ano. Além da transmissdo da dengue o mosquito também ¢ um
dos responsaveis por transmitir outras arboviroses de suma importancia para a saude
publica, como febre amarela, Zika e chikungunya. Quando Ae. aegypti se alimenta de
sangue humano infectado com patégenos como, por exemplo o virus da Dengue, ocorre
uma interagao dos virus com o proprio organismo do mosquito, e o primeiro local onde
essa interagdo sera estabelecida € o intestino. O tubo digestivo do mosquito Ae. aegypti é
dividido anatomicamente em 3 partes: intestino posterior, médio e anterior. Entre o
espago endoperitrofico e o espaco ectoperitrofico estd localizada a matriz peritrofica (foco
de estudo deste projeto) que pode ser localizada acima das microvilosidades intestinais e
¢ composta primordialmente por quitina e proteinas associadas a sua estrutura. Acredita-
se que tenha uma func¢do principal de evitar que microrganismos presentes no bolo
alimentar penetrem no tubo digestorio desses animais, além de facilitar a digestdo
evitando que enzimas ndo sejam eliminadas juntamente com esse bolo alimentar ao longo
do processo. A matriz peritréfica meconial se forma em um curto periodo proximo da
emergéncia de adultos e pode possuir um papel de selecdo de microrganismos. A
microbiota do intestino médio do mosquito influencia a competéncia em vetores para
multiplos patogenos humanos, no entanto a microbiota ¢ altamente variavel e as fontes
dessa variabilidade ndo sdo bem compreendidas, o que limita a capacidade de
entendimento ou prevencdo na transmissdo de patdgenos. Para compreender a relagao
presente entre a microbiota intestinal e a matriz peritrofica meconial presente durante a
transi¢do de larvas para adultos de Ae. aegypti foi realizado a degradagdo da mesma a
partir da utilizagdo de polioxina D e com isso ¢ possivel realizar uma comparagdo da
diversidade microbiana encontrada na presenca e auséncia desta estrutura. A estrutura da
matriz peritréfica no intestino médio desses animais € responsavel por abrigar uma grande
parte dessa microbiota adquirida pelo animal em sua fase larval, com isso o objetivo desse
projeto foi desvendar a importidncia da matriz meconial para o estabelecimento das

bactérias ao longo do tecido na transi¢ao entre pupa e mosquito adulto.



Abstract

It is estimated by the World Health Organization (WHO) that about 2.5 billion
people live in areas at risk of infection with dengue virus (DENYV) vector-borne disease
such as Aedes aegypti, with between 50 and 100 million cases of infection each year.
Besides the transmission of dengue, the mosquito is also responsible for transmitting
other arboviruses of great importance to public health, such as yellow fever, Zika and
chikungunya. When Ae. aegypti feeds on infected human blood with pathogens such as
Dengue virus, an interaction of viruses with the mosquito's own organism occurs, and
the first place where this interaction will be established is the intestine. The digestive
tract of the mosquito Ae. aegypti is divided anatomically into 3 parts: posterior, middle
and anterior intestine. Between the endoperitrophic space and the ectoperitrophic space
is located the peritrophic matrix (focus of study of this project) that can be located above
the intestinal microvilli and is composed primarily by chitin and proteins associated with
its structure. It is believed to have a major role in preventing microorganisms in the food
cake from entering the digestive tract of these animals and facilitating digestion by
preventing enzymes from being eliminated along with that food bolus throughout the
digestion process. The meconium matrix forms in a short period near the emergence of
adults and may have a role of selection of microorganisms. However, the microbiota is
highly variable and the sources of this variability are not well understood, which limits
the ability to understand or prevent the transmission of pathogens. To understand the
present relationship between the intestinal microbiota and the meconium peritrophic
matrix present during the adult larvae transition from Ae. aegypti will be carried out the
degradation thereof from the use of polyoxin D and with this it will be possible to carry
out a comparison of the microbial diversity found in the presence and absence of this
structure. The structure of the peritrophic matrix in the middle intestine of these animals
is responsible for harboring a large part of this microbiota acquired by the animal in its
larval stage, with the purpose of this project is to uncover the importance of the meconial
matrix for the establishment of bacteria along the tissue in the transition between pupa

and adult mosquito.
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1. Introduciao

1.1 O vetor Aedes aegypti

O vetor Aedes aegypti (Ae. aegypti) € um dos grandes responsaveis pela transmissdo
de doengas como a dengue, uma das maiores arboviroses no mundo, e seu controle esta
basicamente restrito ao combate do mosquito. A doenca ocorre em regides tropicais e
subtropicais do globo, ¢ estimado pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) que cerca de
2,5 bilhdes de pessoas habitam areas de risco de infecc¢io pelo virus dengue (DENV), sendo
relatados entre 50 e 100 milhdes de casos de infeccdo a cada ano (Barreto et al. 2006;
Halstead, 1979). O grande desafio dos pesquisadores para o controle da doenca esta no
grande numero de alteracdes génicas que geram diferentes cepas de virus como DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4. Até o momento, apenas uma vacina tetravalente, de uso e
eficdcia limitados, estd disponivel comercialmente (Flipse & Smit, 2015). Essa vacina foi
liberada no Brasil em 28 de dezembro de 2015, ¢ a primeira em combate a doenca (yellow
fever -17D-dengue virus — CYD-TDV; Dengvaxia®, Sanofi Pasteur), entretanto, sua
eficiéncia difere quanto aos quatro sorotipos do virus (Pitisuttithum & Bouckenooghe,
2016). Além da transmissao da dengue o mosquito também ¢ um dos responsaveis por
transmitir outras arboviroses de suma importancia para a saide publica, como febre amarela,
Zika e chikungunya (David et al., 2013).

A disseminacdo dessas doencas causadas pelo mosquito Ae. aegypti ¢ dada devido ao
habito hematofago das fémeas, pois ¢ neste momento que ocorre o contato entre virus e
vetor. Caracteristicas naturais desses animais sao favoraveis a essa disseminagao viral como
voos rapidos, escapes durante o repasto sanguineo a qualquer movimento do hospedeiro e a
alternancia entre hospedeiros (Neves, 2009). Fémeas fecundadas se alimentam de sangue,
pois as proteinas sanguineas sdo necessarias na maturacdo dos ovos e para o fitness
reprodutivo do mosquito, caracteristicas fundamentais para o seu ciclo de vida. Nesse
momento as fémeas podem adquirir os virus e, consequentemente, permitir a dispersao viral
(Takken e Verhulst, 2013).

Quando Ae. aegypti se alimenta de sangue humano infectado com patégenos ocorre
uma intera¢ao dos virus com o proprio organismo do mosquito, € o primeiro local onde essa
interacdo serd estabelecida € o intestino. As particulas virais infectam o epitélio do intestino
médio, pelo mecanismo de endocitose mediada por clatrinas, proteinas que desempenham

um importante papel no processo de formacao de vesiculas (Cherry & Perrimon, 2004). A



fusdo do envelope viral com a membrana celular ocorre devido ao baixo PH no interior dos
endossomos, permitindo o desencapsulamento do nucleocapsideo e a liberacdo do RNA viral
no citoplasma. Este RNA viral a partir de um processo denominado replicacdo viral ¢ entdo
traduzido em uma poliproteina, uma unica molécula que ao ser clivada origina as proteinas
estruturais que serdo responsaveis pela formagdo e montagem dos virus. As proteinas ndo
estruturais atuam na formagao de novas moléculas de RNA viral. O material genético ¢ entdo
replicado e encapsulado em uma estrutura viral denominada nucleocapsideo, competente
para romper a célula em que se encontra e infectar outras (Rodenhuiszybert et al., 2010).

Apos a infecgdo do epitélio intestinal do mosquito em cerca de 7 dias ¢ atingido o pico
maximo de virus no intestino. O virus atinge a hemolinfa dos insetos, utilizando o aparato
circulatorio do animal para se espalhar em outros 6rgaos do vetor. Ao atingir as glandulas
salivares os virus j& podem ser transmitidos para outros individuos a cada picada do inseto,
pois este libera parte de seu contetido salivar em seu hospedeiro. (Salazar et al., 2007). Uma
vez infectado, o mosquito pode transmitir virus pelo resto da vida (Cheng et al., 2016).

Como o controle dessas doencas estd vinculada maioritariamente ao combate do
mosquito ¢ necessario o estudo e entendimento desses animais e seu ciclo de vida.

Sao holometabolos, possuem um ciclo bioldégico composto por quatro estagios: ovo,
quatro instares larvais, sendo eles L1, L2, L3, L4 pupa e mosquito adulto (Figura I). Sao
fundamentalmente aquaticos e ganham o ambiente terrestre somente na fase adulta, onde
fazem sua reprodugdo e a possivel dispersdao de patdgenos. Suas larvas alimentam-se de

matéria organica dissolvida e de microrganismos presentes no ambiente (Forattini, 1996).
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Figura I: Imagem indicando a mudanga morfolédgica dos diferentes estagios de vida
do ciclo do mosquito Ae. aegypti. Estagios que podem ser divididos entre larvas: L1, L2, L3
e L4, pupa e mosquito adulto com mudanca do ambiente aquatico do estagio larval para o

ambiente terrestre em mosquito adulto (adaptado de Coon et al. 2014).

Devido a falta de politicas publicas e educacionais e a adaptacdo constante do vetor a
ambientes urbanos, os casos de arboviroses urbanas sdo cada vez mais frequentes tornando
dengue uma endemia em paises como Brasil, além de frequentes epidemias de outras
arboviroses, como a ocorréncia de aparecimentos dos primeiros casos de febre Chikungunya

(Secretaria de Vigilancia em Saude 2014).

1.2 A importincia do controle do vetor

O Ae. aegypti ¢ um artropode terrestre pertencente a ordem Diptera, subordem
Nematocera, familia Culicidae, subfamilia Culicinae, género Aedes e subgénero Stegomya
(Linnaeus, 1762) (Powel & Tabachnick, 2013). O controle da transmissdo de dengue tem
como base a elimina¢do do mosquito vetor envolvendo principalmente o uso de larvicidas e

inseticidas organofosforados, como malationa e fenitrotiona, e inseticidas piretroides



(Kantor, 2016). Porém, a pratica do uso de larvicidas pode vir a selecionar larvas com maior
resisténcia a esses quimicos. Com isso uma importante linha de pesquisa ascendente nos dias
atuais ¢ o combate de arboviroses por meio do controle biologico do vetor. Esse controle
bioldgico pode ser dado a partir do estudo de bactérias, bloqueando a transmissao viral, como
exemplo desse controle podemos citar pesquisas com bactérias como Wolbachia (Ormaetxe

etal., 2011).

A manipulacdo da microbiota intestinal do mosquito pode langar as bases para novos
métodos de controle de transmissdo de doengas. Porém, pouco se sabe sobre os mecanismos
pelos quais o mosquito controla este crescimento bacteriano e sobre quais os fatores
responsaveis pela selecdo dessa microbiota intestinal (Jarusevicius, 2018). Além do controle
bioldgico o controle genético também ¢ uma via importante para o controle de arboviroses,
com a modificagdo genética de mosquitos, sendo com a criagdo de mosquitos machos

estéreis ou com o desenvolvimento de mosquitos refratarios ao parasita (Alphey et al., 2013).

1.3 Ambiente intestinal

O tubo digestivo do mosquito Ae. aegypti ¢ dividido anatomicamente em 3 partes:
intestino posterior, médio e anterior. Entre o espaco endoperitrofico (bolo alimentar) e o
espaco ectoperitrofico (epitélio do tubo digestorio) estd localizada a matriz (membrana)
peritrofica (PM) (Figura II). As células epiteliais do intestino médio sdo caracterizadas por
possuirem microvilosidades e serem produtoras de enzimas e mucinas, a matriz peritréfica
pode ser localizada acima dessas microvilosidades e ¢ composta primordialmente por quitina
e proteinas associadas a sua estrutura. (Bolognesi, 2005).

Essa estrutura possui muitas fungdes presentes em diversos estudos, mas acredita-se
que tenha uma fung¢do principal de evitar que microrganismos presentes no bolo alimentar
penetrem no tubo digestorio desses animais, além de facilitar a digestdo evitando que
enzimas nao sejam eliminadas juntamente com o bolo alimentar ao longo do processo, para
maior rendimento dessas estruturas (Bolognesi, 2005).

Por ter a fungdo de separar o bolo alimentar do epitélio do intestino médio a membrana
pode atuar como uma barreira para organismos potencialmente invasivos ingeridos com

alimentos, assim como possuir um papel se selegdo de microrganismos (Moll et al., 2001).
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Figura II: Diagrama do tubo digestorio com destaque da matriz peritrofica em larvas de Ae.
Aegypti. Vista lateral de larva mostrando anatomia geral do canal alimentar. Compreendendo
o espaco anatdmico do intestino anterior. B: boca, F: faringe, E: esd6fago, Pv: proventriculo,
Gs: glandula salivar, Cg: Ceco gastrico, Im: intestino médio contendo bolo alimentar e

matriz peritréfica, E: espago anatomico do intestino, I: ileo, Tm: Tubulos de Malpighi, Co:

ceco, R: reto (Adaptado de Christopher, 1960).

1.4 A matriz peritrofica em Ae. Aegypti e sua interacio com a microbiota
intestinal

A quitina ¢ um homo-amino-polissacarideo formado por mondémeros de Nacetil-
glicosamina (GIcNAc) ligados entre si através de pontes glicosidicas do tipo . Essa estrutura
ndo ¢ encontrada apenas na superficie externa de muitos artropodes, mas também
internamente, revestindo regides como o intestino, tubos traqueais, parte do sistema
reprodutor e também recobrindo ovos de insetos. Considerada o segundo biopolimero mais
abundante na natureza ¢ em sua maior parte encontrado em associacdo com proteinas,
formando uma rede protetora denominada cuticula. A regido posterior (intestino posterior)
e a regido anterior (intestino anterior) do mosquito Ae. aegypti ¢ coberta por cuticula.
Entretanto, o intestino médio dos insetos (mesodeum ou midgut) é a Unica estrutura que tem
contato com o ambiente externo e ndo ¢ revestida por cuticula e, denominada de matriz
peritrofica, que também possui quitina em sua composi¢ao (Ferreira, 2009).

A matriz peritrofica (PM) pode ser subdividida em dois tipos, de acordo com a regido
em que ¢ formada, tipo I e tipo II. A matriz peritrofica tipo I (PM1) recobre todo o epitélio
do intestino médio do inseto, e em muitos casos s6 pode ser formada em resposta a
alimenta¢do sanguinea. Ja a matriz tipo II (PM2), produzida em uma regido especializada do
intestino anterior chamada cérdia, forma uma camada continua, que estd sempre presente

(Lehane,1997).



Curiosamente, muitas espécies produzem diferentes tipos de PM em diferentes
estagios de seu ciclo de vida. Por exemplo, larvas de mosquitos produzem PM2 enquanto
fémeas adultas produzem PM1 em resposta a alimentacdo sanguinea. Essa observagdo
sugere acdo de pressdes evolutivas que garantam correlacdo entre o tipo de PM e o habito
alimentar do inseto (Lehane,1997).

Além das matrizes peritrofica larvares e adultas (PM1 e PM2), também ¢ possivel
observar a forma¢do de uma matriz denominada meconial (mecPM1) na fase de pupa em
torno do meconio, que ¢ caracterizado pelo epitélio degenerado do intestino médio das
larvas. Uma segunda matriz meconial (mecPM?2) (Figira III) se forma em um curto periodo
proximo da emergéncia de adultos e ¢ estimulada pela distensdo do epitélio do intestino
médio, de modo que, ambas foram relacionadas com a transicdo das fases de pupa em
mosquitos recém emergidos. Diferencas na ocorréncia, persisténcia e tempo de
desaparecimento do meconio mecPMs foram estudadas dissecando o contetido do intestino
médio de pupa de poés-idade conhecida e de adultos de pos-emergéncia conhecida (Moll et

al., 2001).

Figura III: Imagem realizada pela autora indica a presenga da matriz peritrofica
meconial (estrutura apontada pela seta) vista em uma ampliagdo de 10x. Figura mostra uma
dissec¢do da regido do intestino médio de adultos recém emergidos de Ae. aegypti em um

periodo de 14 horas realizada em meio a uma solug¢do tampao PBS.

Segundo estudos essas mecPMs foram relacionadas a uma esterilizagao intestinal das
bactérias durante a metamorfose de mosquitos como Ae. aegypti. Contagens bacterianas
retiradas do meconio e limen de adultos recém emergidos revelou que na maioria dos casos
haviam poucas ou nenhuma bactéria encontrada diferindo significativamente dos estagios
larvais desse animal. As contagens foram muito altas no quarto instar antes da defecagdo

final, mas diminuiram drasticamente apos a defecacdo larval final e a eliminagdo da matriz



peritrofica. As contagens bacterianas diminuiram para quase zero em todos os espécimes
adultos recém-emergidos examinados (Moll et al., 2001). Para além disso mecPMs podem
proteger o animal da a¢do de micro-organismos potencialmente prejudiciais presentes no
limen do intestino a partir do estdgio larval e também amenizar o efeito de enzimas

hidroliticas nas células epiteliais do intestino médio (Moncayo e Romoser, 2005).

A matriz peritrofica ndo celular (PM) que se forma ao redor do bolo alimentar no
intestino médio de muitas espécies de artropodes pode influenciar o destino das bactérias
adquiridas (Moncayo, 2005). A estrutura da matriz peritréfica no intestino médio desses
animais ¢ responsavel por abrigar uma grande parte dessa microbiota adquirida pelo animal
em sua fase larval, com isso o objetivo desse projeto ¢ desvendar a importancia da matriz
meconial para o estabelecimento das bactérias ao longo do tecido na transi¢ao entre pupa e
mosquito adulto.

Estudos com o vetor da malaria Anopheles coluzzi mostraram que a sintese e
integridade da PM do mosquito ¢ dependente de microbiota, revelando que essa determina
a persisténcia ou ndo de determinadas enterobactérias. Resultados demonstram que a PM ¢
um regulador chave do intestino do mosquito, pois tratando com antibioticos ¢ possivel
observar uma degradacdo significativa da estrutura, mostrando uma forte relacdo da

composi¢ao fisica do espago com as bactérias presentes (Figura IV) (Rodgers et al., 2017).

Controle
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Figura IV: Resultado do tratamento com antibidticos comprometendo a producdo e

integridade da matriz peritrofica (Rodgers et al., 2017).

Resultados de estudos revelaram a transicdo da composi¢do da microbiota intestinal,
principalmente pela diminui¢do progressiva da diversidade de bactérias como efeito da

colonizacdo. Os géneros mais abundantes encontrados, como Pantoea, Burkholderia e



Enterobacter, permaneceram em propor¢des similares ao longo destas geracdes. Estes dados
sugerem que existe transmissdo de bactérias entre as geragcdes € que o ambiente intestinal
possui mecanismos para manter a composi¢ao original de sua microbiota (Jarusevicius,
2018).

A microbiota do intestino médio do mosquito influencia a competéncia em vetores
para multiplos patégenos humanos. No entanto a microbiota ¢ altamente variavel e as fontes
dessa variabilidade ndo sdo bem compreendidas, o que limita a capacidade de entendimento
ou prevencdo na transmissdo de patogenos. Estudos demonstram a existéncia de uma
variagdo significativa na carga bacteriana no intestino médio de fémeas adultas entre cepas

de Ae. aegypti que variam em sua suscetibilidade ao virus da dengue (Short et al., 2017).

1.5 Utilizacdo da substiancia Polioxina D na inibicio da producio da matriz
peritrofica

E estimado, de 3 a 13% da matriz peritrofica presente do intestino médio do Ae. aegypti
¢ composta por quitina. Os monomeros de N-acetil- glicosamina sdo unidos ente si formando
poros que, por sua vez, sdo consequentes da ligagdo das pontes de hidrogénio com a adgua
presente no intestino, conferindo assim maior flexibilidade a estrutura, ja que se formam
com maior intensidade que a ligag@o entre os mondmeros na cadeia (Ferreira, 2009).

Em insetos, existem duas classes de quitina sintase: enzimas de classe 1 sintetizam
quitina para os tecidos epidermais, enquanto as de classe 2 sdo responsaveis pela sintese de
quitina para o epitélio intestinal (Tellam ef al., 2000; Moussian ef al., 2005).

A enzima quitina sintase segue uma via exocitica transportada por vesiculas a partir
do complexo de Golgi até a superficie celular. Estudos de marca¢ao mostram o acimulo de
fibras quitinosas recém secretadas no topo das microvilosidades das células epiteliais entre
o espago endoperitrofico (bolo alimentar) e o espaco ectoperitroéfico (camada epitelial)
(Ferreira, 2009).

A agdo da polioxina D bloqueia a produgdo da enzima quitina sintase 2 (Ferreira,
2009). O que pode acarretar na inibicdo da produgdo da matriz peritrofica, desse modo pode
ser possivel verificar qual serd a natureza da microbiota intestinal de larvas do mosquito Ae.

aegypti com a auséncia dessa estrutura.

1.6 Competéncia vetorial
A capacidade intrinseca de um vetor tornar-se infectado, propiciar a multiplicagdao do

agente infeccioso e de transmitir o virus a um hospedeiro vertebrado ¢ denominado



competéncia vetorial. Fatores intrinsecos (genéticos), concentragdo viral no hospedeiro
infectado, barreiras fisiologicas e anatdmicas do mosquito vetor, sua microbiota, dentre
outros sdo fatores, ainda ndo bem compreendidos podem influenciar positivamente ou
negativamente essa competéncia (Bennett et al., 2002; Calisher, 1998).

Em relagdo &s barreiras anatomicas do vetor se destacam: a barreira de infec¢do do
intestino médio (MIB - Midgut Infection Barrier), a barreira de escape do intestino médio
(MEB - Midgut Escape Barrier) e a barreira de transmissdo da glandula salivar (TB -
Transmission Barrier) (Bennett et al.; 2002, Black et al., 2002).

Mosquitos infectados podem ser analisados e classificados de acordo com diferentes
fendtipos como: mosquitos totalmente resistentes, neste caso, os virus ndo conseguem
estabelecer infeccdo no intestino médio; mosquitos com infec¢do viral no intestino, neste
caso ndo ocorrera disseminagdo para outros 6rgaos e/ou tecidos; mosquitos com infecgdo
intestinal e disseminagdo para outros 6rgdos e tecidos, porém ndo atingira as glandulas
salivares e mosquitos com infeccdo e disseminagdo para todos os tecidos, incluindo as
glandulas salivares. Destes, apenas aqueles que se enquadrem no tltimo item descrito podem
ser considerados vetores competentes (Cox et al., 2011).

A interagdo virus-vetor € resultado de um processo biologico de coevolucao continua,
que envolve o sistema imune do vetor e suas barreiras fisicas e moleculares e os mecanismos
virais de escape destas defesas (Obbard & Dudas, 2014).

Estudos demonstram que além dos fatores genéticos do mosquito(intrinsecos) a
microbiota intestinal também atua como um fator determinante na competéncia vetorial dos
mosquitos (Dillon & Dillon 2004). Pois testes que se utilizaram de técnicas para a remog¢ao
da microbiota simbionte no intestino de vetores mostraram resultados em niveis mais altos
de infeccao por Plasmodium falciparum em Anopheles gambiae (Dong et al., 2009) e DENV
em Ae. aegypti (Xi et al., 2008). O que pode sugerir que tais bactérias sdo capazes de
selecionar a entrada de patdgenos infectantes como virus e protozoarios. Esses mecanismos
de selecdo da microbiota de vetores ainda ndo sdo amplamente conhecidos, porém, uma
hipotese seria que a microbiota promova uma estimulagdo basal do sistema imune dos
mosquitos, 0 que resulta em um aumento na producdo das moléculas efetoras que
reconheceriam a presenga de patdégenos, evitando assim, que ocorra o processo de infec¢ao

(Cirimotich et al., 2011).

2. Objetivos
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2.1 Objetivo geral
O objetivo principal deste trabalho ¢ investigar o papel da matriz peritrofica meconial
na defini¢do da diversidade microbiana intestinal durante a transi¢cao de larvas para adultos

de Ae. Aegypti.

2.2 Objetivos especificos
Observar o efeito da polioxina D sobre a formagdo da matriz peritréfica tipo II em
larvas durante os estagios 3 e 4 (L3, L4).
Observar o efeito dessa substancia na formac¢do da matriz peritrofica meconial em
pupas e mosquitos recém emergidos.
Elucidar o efeito da eliminacdo da matriz peritrofica sobre a diversidade microbiana

intestinal de adultos.

3.Metodologia

3.1 Cria¢ao de mosquitos Ae. aegypti em laboratorio

No presente estudo, utilizamos mosquitos Ae. aegypti linhagem Rockfeller e
colonizados no Laboratorio de Gendmica funcional & Microbiologia de Vetores/LACEM.
Os mosquitos adultos foram mantidos em condi¢des padrdes de insetario a 27+1°C, umidade
relativa de 80+10%, fotoperiodo de 12 h/12 h. Os ovos foram induzidos a eclosdo em
bandejas contendo agua destilada e suplementada com ragdo para peixe ornamental
TetraMin (Tetra©). Diferentes estagios larvais receberam ragdo de peixe como alimento e

mosquitos adultos mantidos em gaiolas ndo foram alimentados.

3.2 Degradacao da matriz peritrofica com a utilizacio de polioxina D

Foi realizado uma alimentacdo com polioxina D para a degradagdo da membrana
peritrofica em larvas, preparada com uma solucdo-mae 0,01M a partir de p6 em agua e
adicionado a racdo de peixe em uma concentragdo final de 100uM. Um volume igual com

agua apenas foi adicionado a refei¢do do grupo controle (Rodgers et al., 2017).

3.3 Dissec¢oes dos mosquitos recém emergidos, larvas e pupas
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Os diferentes estagios de desenvolvimento dos mosquitos a serem dissecados tiveram
suas superficies esterilizadas. A dissecc¢do de larvas L4 assim como em pupas foram feitas
com o objetivo de observar o efeito da polioxina D sobre a matriz peritréfica tipo Il e matriz
peritréfica meconial formadas no intestino médio. Em adultos recém emergidos cada
intestino dissecado foi mantido em tampao ATL do kit de extracdo de DNA "DNeasy Blood
& Tissue" (Qiagen) em -20°C.

3.4 Extracoes de DNA e preparos das bibliotecas

Os intestinos dissecados serao dissecados individualmente com kit de extracao de
DNA "DNeasy Blood & Tissue" (Qiagen), de acordo com as instrugdes do fabricante.

Ser4 utilizada a técnica de reacdo em cadeia polimerase (PCR) para a amplificagdo do
gene 16S rRNA, utilizando-se pares de primers que compreendem a regido hipervariavel V4
(Caporaso et al., 2012). As reagdes serdo realizadas em triplicata técnica. Os primers
utilizados no método definido por Caporaso et al. (2010). As bibliotecas purificadas serdo
quantificadas no aparelho Step One Plus TM Real Time PCR (Applied Biosystems®). Serdo
utilizados 4,0 pl de cada amostra diluida e 16 pl de solugdo preparada com fluorescéncia,
fornecida pelo kit de quantificacdo Library Quantification Kit - Illumina/Universal (KAPA
Biosystems). A técnica utiliza primers que se anelam aos adaptadores Illumina presentes nas
amostras. Apos a quantificacdo, a concentragdo de cada amostra serd ajustada para 4 nM.

ideal para o sequenciamento.

3.5 Sequenciamento Illumina e processamento das sequencias

O sequenciamento de nova geracdo (NGS) seré realizado no equipamento de MiSeq
Personal Sequencer (Illumina) pelo workflow Metagenomics, com dois kits MiSeq Reagent
v2 (300 ciclos) com capacidade para gerar 15 milhdes de reads cada. Com o software CLC
Microbial Genomics Module (Qiagen) foram realizadas as andlises secundarias, seguindo as

orientacdes do manual do usuadrio.

3.6 Analise da taxa de pupacio
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Estudos concentram-se na andlise de fitness a partir da interagdo da microbiota
intestinal de mosquitos adultos, entretanto outras observadas em estagios larvais podem
explicar a variagdo natural de caracteristicas adultas. Um fator muito utilizado para avaliagdo
do fitness ¢ a taxa de pupagdo em diferentes tratamentos como, por exemplo, presenca de
matriz e degradagdo da matriz peritdfica. Serd comparado a taxa de crescimento (ou seja, a
inclinagdo da fase exponencial) e o tempo que levara para que 50% das larvas entrem em
estagio de pupa. A taxa de pupag¢do sera determinada pela contagem do niimero de pupas por
dia em trés frascos replicados em trés experimentos independentes. A significancia
estatistica das diferencas aos pares na taxa de pupagao entre os tratamentos serd determinada
usando um modelo de trés pardmetros para comparar a inclinagdo da fase exponencial assim

como visto na literatura (Dickson, 2017).

4. Especificacdoes metodologicas

4.1 Teste de sobrevivéncia larval

Para atingir a concentracdo constante de 100uM da substancia para degradagdo da
matriz peritrofica larval e meconial (mecPM) foi necessario tratar larvas em um pequeno
volume, portanto, foram feitos testes de sobrevivéncia com o objetivo de alcancar a
concentragdo desejada com pouca massa de reagente (polioxina D) visando obter um numero
suficiente de organismos tratados.

Portanto foram feitos testes de sobrevivéncia de larvas em placas de 24 pocos (Figura
III), utilizando respectivamente 10, 15 e 20 larvas por pogos a partir do estagio L3 tratados
em 2 ml de AUP (dgua ultrapura) e 20 microlitros de uma solucao de racao de peixe diluida
TetraMin (Tetra©) em AUP, para o preparo desta solucdo foram adicionados 1mg da ragdo
utilizada para 25 mL de dgua em intervalos de 1 dia. Além disso os pogos foram marcados

em um nivel fixo de 2ml de 4gua para observar a evaporagao.
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figura V: Imagem realizada pela autora durante o teste de sobrevivéncia larval, onde
utilizando uma placa de 24 pocos foram distribuidas as respectivas quantidades de 10, 15 e
20 larvas (4 pogos cada) utilizando um total de 12 pogos e respectivamente 40, 60 e 80 larvas

por tratamento.

Baseado nos resultados obtidos no primeiro teste (teste de 24 pogos) foram feitos
testes utilizando placas de 6 pogos com o objetivo de garantir um semelhante nimero de
individuos e melhorar a qualidade do experimento, portanto foram usados 33 larvas por pogo
utilizando 5 ml de AUP e 50 ul da mesma concentracdo de racdo de peixe utilizada no
primeiro teste o experimento. Para a preparacdo da solugdo de ragdo foi utilizado 0,5gr de

racdo triturada solubilizadas em 25 ml de 4gua miliQ, a solugdo foi previamente autoclavada.

4.2 Tratamento larval com polioxina D

Para o tratamento das larvas com polioxina D foi utilizado a metodologia
padronizada pela autora a partir do teste de sobrevivéncia larval realizado em placas de 6
pogos (previamente realizado). Foi preparada uma solucao estoque 0,01M a partir de p6 em
AUP e adicionado a ragdo de peixe em uma concentragdo final de 100uM (Figura VI). Um
volume igual com AUP apenas foi adicionado a refeicdo do grupo controle.

Portanto as larvas foram tratadas do terceiro instar larval (L3) até o estagio de pupa
em concentragdo de 100uM de polioxina D, em placas de 6 pocos com 5 ml de solugdo por
pogo. Diariamente foram adicionados 50ul de ragdo diluida e o volume de solugdo perdida

durante a evaporagdo era reposto, mantendo a concentragdo desejada.



14

solucao estoque
Polioxina D 1

1mg o larvas tradas em solugéo
de 100pM em AUP

Figura VI: Imangem esquematica realizada pela autora, representa as dilui¢des realizadas e
as respectivas concentragdes resultantes dessas diluigdes, com o objetivo de manter o

tratamentodas larvas em polioxina D a uma concentragdo constante de 100uM.

4.3 Disseccao de larvas (L3 e L4), pupas e mosquitos adultos (machos e fémeas)

Antes da dissecc¢ao, todo o material utilizado ficou por aproximadamente 20 min em
U.V., as pingas foram autoclavadas juntamente com o material preparado previamente com
PBS Ix e 4gua milli-Q. Para evitar contaminacao durante a dissec¢ao do material EPI's como
luvas, jaleco e mascaras descartaveis foram utilizados.

Os diferentes estagios de desenvolvimento dos mosquitos a serem dissecados (L3, L4,
pupa e mosquitos adultos) passaram por um processo de lavagem, suas superficies foram
assepsiadas através da imersao individual em etanol a 70% (v/v) por 3 minutos, seguida de
cinco enxagues em tampao fosfato-salino-estéril (PBS) 1x por 2 minutos cada enxague, pois,
dessa forma, o material isolado dos intestinos ndo sofreu interferéncia da microbiota
superficial externa do mosquito. As pingas foram lavadas em alcool 100% e 2 enxagues agua
milli-Q apds cada disseccdo e autoclavadas para utilizacdo de grupos diferentes. A dissec¢ao
foi realizada com o auxilio de um protocolo padrio através de um microscopio

estereoscopico Stemi DV4 (Carls Zeiss) (Coleman & James, 2007).
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Figura VII: Imagem de uma dissec¢do intestinal de Aedes aegypti fémea em estagio adulto
se desenvolvimento, € possivel observar anatomicamente o intestino anterior, médio (por¢ao

dilatada) e posterior coberto pelos tiibulos de malpighi. Dissecc¢ao realizada pela autora.

A dissec¢do de larvas em estagios L3 e L4, pupas e adultos foram feitos com o objetivo
de observar o efeito da polioxina D sobre a matriz peritréfica tipo II e matriz peritrofica
meconial formadas no intestino médio. Para a
obtenc¢ao de adultos recém emergidos com matriz
peritréfica meconial presente foram coletados
mosquitos com menos de 24 horas ap6s a mudanca
de pupa para mosquitos adultos, machos e fémeas
foram coletados em propor¢des idénticas com o
objetivo de identificar a influéncia do sexo no
tratamento. Cada intestino dissecado foi mantido
em tampdo ATL do kit de extracio de DNA
"DNeasy Blood & Tissue" (Qiagen) em -20°C.

4.4 Observacio da estrutura da matriz peritrofica com a utilizacao de Calcofluor

Com o objetivo de observar a acdo da polioxina D nos diferentes pontos (estagios de
desenvolvimento) na formagao da matriz peritrofica. Foi utilizado a substancia Calcofluor
White Stain (SIGMA-ALDRICH) seguindo recomendagdes do fabricante, devido a
capacidade da substincia de emitir fluorescéncia quando excitado com ondas U.V.
Primeiramente o material dissecado foi posicionado em uma lamina limpa, em seguida foi
adicionado na mesma proporcao (5 pl) Calcoflior White Stain e uma solugdo previamente
preparada de hidroxido de potassio a 10% e a estrutura marcada foi observada com o auxilio
de um microscépio confocal de fluorescéncia U.V. com comprimento de onda de excitagdo

x100 a x400.
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Figura VIII: Imagem realizada pela autora, refere-se a regido do intestino médio de uma

larva em quarto estagio de Aedes aegypti nao tratado com polioxina D.

4.5 Extracoes de DNA

Os intestinos dissecados foram mantidos em pool de 5 intestinos para 180 pL tampao
ATL do kit de extragdo de DNA "DNeasy Blood & Tissue" (Qiagen), de acordo com as
instrugdes do fabricante. Posteriormente foram adicionados 20 mL de proteinase K,
misturados por vortex e incubados 56°C por | hora. Foram adicionados 200ml de etanol (96-
100%) e misturados. O liquido foi transferido para coluna e centrifugados a 8000 rpm
durante 1 minuto, em seguida foi descartado o liquido do tubo de coleta e adicionado 500
mL de Tampao Buffer AW1, novamente centrifugado por 1 minuto a 8000 rpm e descartado
o liquido do tubo de coleta. Posteriormente, foi adicionado 500 mL de Tampao Buffer AW2,
centrifugado por 3 minutos a 14000 rpm. A coluna foi transferida para um novo tubo de de
2 mL e adicionado 100 mL de tampdo AE ao centro do filtro, incubado a temperatura
ambiente (15-25°C) por 1 minuto e centrifugado 8000 rpm por mais 1 minuto. As amostras

extraidas foram armazenadas a -20°C.

4.6 Preparos das bibliotecas

Utilizamos a técnica de reacdo em cadeia polimerase (PCR) para a amplifica¢ao do
gene 16S rRNA, utilizando-se pares de primers que compreendem a regido hipervariavel V4

(Caporaso et al., 2012). As reagdes foram realizadas em triplicata técnica. Utilizamos 10 pl



17

de DNA molde, uma quantidade acima do que normalmente ¢ utilizado devido a baixa
concentracdo de bactérias no material isolado (cada amostra corresponde a 5 intestinos de
mosquito Ae.aegypti ). Foram utilizados os reagentes Tampao PCR 10x Taq Platinum (200
mM Tris-HCI pH 8,4, 500 mM KCI), MgCI2 1,5 mM, 1 U de Platinum® Taq DNA
polimerase (Invitrogem Life Technologies), dNTPs 2,5 mM (GE Healthcare), 1 pL de cada
primer foward e reverse (10 pmol/uL), resultando num volume final de 25 pL. Os primers
utilizados no método definido por Caporaso et al. (2010) foram idealizados especificamente
para andlises de microbioma bacteriano a partir do rRNA 168, presente na subunidade menor
do ribossomo bacteriano. Os primers utilizados nessa 14 estratégia foram separados em 5
diferentes regides: a primeira ¢ do adaptador Illumina; a segunda ¢ do index referente a
amostra; a terceira e a quarta sdo sequéncias estabilizadoras entre as sequéncias anteriores e
a do primer; e a quinta ¢ a regido do primer referente a regido constante do RNA ribossomal
16S. O primer forward (F) é o mesmo para todas as amostras e ndo possui a segunda regiao
descrita (515F
5’AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTATGGTAATTGTGTGCCAGCMG
CCGCGGTAA 3).

Cada amostra foi amplificada com um primer reverse diferente. As amplificacdes
foram realizadas no termociclador Mastercycle Nexus X2 (Eppendorf), iniciando em 94°C
por 3 min, seguidas de 40 ciclos de 94°C por 45 s (desnaturacdao), 60°C por 1 min
(anelamento) e 72°C por 1 min e 30 s (extensdo), finalizando em 72°C por 10 min. Os
fragmentos de amplificados foram visualizados em transiluminador UV em géis de agarose

a 2%, corados com HydraGreen (Actgene) (Figura IX).
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Figura IX: Imagem realizada pela autora, retrata os fragmentos amplificados observados a

partir de um transiluminador UV em gel de agarose. Amplificagdo do microbioma de
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mosquitos adultos machos e fémeas tratados com a substancia polioxina a partir do terceiro

instar larval.

4.7 Purificacoes dos produtos do PCR de microbioma

As bibliotecas geradas foram purificadas com o sistema de particulas magnéticas, ou
beads magnéticas (AMPure Agencourt) e um suporte magnético (Magnetic Stand — Life
Technologies). Ao homogeneizar as particulas com o material amplificado, todo o DNA se
manteve ligado as partuculas. Em seguida, a placa contendo o homogeneizado foi
posicionada sobre o suporte magnético de modo que as particulas/ se agrupem na parede do
recipiente formando um pellet. Nesta etapa, todo o sobrenadante foi descartado, e duas
lavagens com alcool 70% foram realizadas. Para a dissociagdo do DNA das particulas
magnéticas foi adicionado 40 puL de agua ultrapura livre de DNase e RNase (Invitrogen) ao

pellet.

4.8 Quantificacio do produto de PCR purificado por qPCR

As bibliotecas purificadas foram quantificadas no aparelho StepOnePlusTM
RealTime PCR (Applied Biosystems®). Apds uma dilui¢do necessaria em solugao Tris-HCI
(10 mM) e Tween 20 (0,05%) de concentragio final de 1:10* de cada amostra.

Trés padrdes foram utilizados para a confeccdo de curvas de referéncia, que
delimitam os valores esperados da quantificacdo. Para cada amostra foi quantificada em
triplicata. utilizando 4,0 pul de cada amostra diluida e 16 pl de solugdo preparada com
fluorescéncia, fornecida pelo kit de quantificacio NEBNext® DNA Library Prep Master
Mix Set for Illumina®. A técnica utiliza primers que se anelam aos adaptadores Illumina
presentes nas amostras. Apos a quantificacdo, a concentracdo de cada amostra foi ajustada

para 4 nM. ideal para o sequenciamento.

4.9 Preparo do cartucho de sequenciamento Illumina

Variagdes na concentragio de DNA amplificado em cada amostra
podem influenciar a qualidade da reagdo de sequenciamento e, consequentemente,
influenciam no resultado, portanto para que isso ndo ocorra foi necessdrio ajustar a
concentragdo de todas as amostras para 2,0 nM. Além disso 5,0 pl de cada amostras

ajustadas (2,0 nM) foram adicionados em um pool (unido de amostras individuais), apos essa
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etapa, 5,0 pl deste pool com todas as amostras foram combinados com uma solu¢do de NaOH
0,2 N recém preparada e tampao Hyb, obtido no kit MiSeq Reagent Nano v2 (300 ciclos),
obtendo-se ao final um pool de bibliotecas a 10 pM. Este contetdo foi adicionado ao
cartucho (kit MiSeq Reagent Nano v2), foram adicionados 3 primers (sentido, index
sequence e anti-sentido) que correspondem as sequencias de adaptadores necessarios para o

sequenciamento (Caporaso et al., 2012).

4.10 Sequenciamento Illumina e processamento das sequencias

O sequenciamento foi realizado no equipamento MiSeq Personal Sequencer
({llumina) do Departamento de Genética/IBB/Botucatu, pela workflow Metagenomics, com
dois kits MiSeq Reagent v2 (300 ciclos) com capacidade para gerar 15 milhdes de reads
cada. Os dados foram pré-processados pelo software MiSeq Report, gerando arquivos no
formato fastq e de multiplexados. Com o software CLC Microbial Genomics Module
(Qiagen) foram realizadas as analises secundarias, seguindo as orientagdes do manual do
usudrio. Para o pareamento de reads foram utilizados os parametros: Mismatch cost: 2;
Minimum score: 8; Gap cost: 3; Maximum unalignment and mismatches: 0; seguido da
fixacdo do comprimento de reads. Sera realizada uma filtragem de amostras para que todas
tivessem o valor minimo de 100 reads e porcentagem minima de distdncia da mediana de
50%. A clusterizacdo de OTU (operational taxonomic unit) e feita com o banco de dados
SILVA com similaridade de 97% entre as sequencias. Reads com menos de 0,1% do total
de reads clusterizadas com o banco de dados, em cada amostra, ndo serdo consideradas para

a analise.

4.11 Analises estatisticas

As andlises estatisticas serdo realizadas de forma completar nos softwars CLC
Microbial Genomics Module (Qiagen) e R (v.3.2.3), utilizando os parametros de alfa e beta
diversidade. A primeira ¢ um parametro utilizado nas analises de microbioma para identificar
se cada amostra do estudo ¢é representativa para serem posteriormente comparadas, enquanto
a segunda estima as diferencas de OTUs entre as amostras do estudo. Para o célculo de a-
diversidade sera realizada a construgao de uma arvore filogenética com as 100 OTUs mais
abundantes da analise usando o método Maximum Likelihood que se baseia no alinhamento

multiplo de sequencias pelo software MUSCLE (MUltiple Sequence Comparison by
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LogExpectation) pelo software CLC Microbial Genomics Module. Os valores de alfa-
diversidade serdo calculados pela medida de Shannon, com o pacote phyloseq (v. 1.14.0) de
R (v.3.2.3). Para estimar as diferengas realizaremos uma analise de coordenadas principais
(PCoA) utilizando a medida de Bray-Curtis, com o pacote vegan (v.2.4.1) de R (v.3.2.3).
Para completar os dados de [-diversidade serd realizada a andlise PERMANOVA
(Permutational multivariate analysis of variance) no software CLC Microbial Genomics

Module.
4.12 Analise da taxa de pupacio

Para este experimento foram utilizados um total de 99 larvas tratadas com a

substancia polioxina D, subdivididas em 3 independentes grupos de 33 larvas por pogo, o

mesmo nimero também foi feito para o grupo controle (Figura X).

Figura X: Imagem realizada pela autora, indica o tratamento com a substancia polioxina D
em larvas a partir do terceiro instar de desenvolvimento em placas de 6 pogos, contendo a
concentragdo especifica de 100uM em 5 ml de solugdo por pogo, o tratamento foi realizado

em triplicata, totalizando um numero amostral de 99 larvas tratadas.

Diariamente as larvas que realizaram mudas do quarto estagio para o ultimo estagio
aquatico de desenvolvimento (pupas) eram coletadas e separadamente mantidas em 3
diferentes gaiolas, de acordo com o pog¢o no qual foram mantidas em tratamento durante seu

desenvolvimento larval, alimentadas a partir de uma solugdo autoclavada de sacarose a 10%
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( Figura XI), o mesmo foi feito em relacdo ao grupo controle, para dar inicio a analises

posteriores como morfometria alar, longevidade, fecundidade e taxa de eclosdo.

Figura XI: Imagem realizada pela autora, indica a separagao realizada em triplicata de pupas
dos grupos tratado e controle, respectivamente. Mantidos em condigdes padrdes de insetario
a 27£1°C, umidade relativa de 80+10%, fotoperiodo de 12 h/12 h e alimentados com

sacarose a 10%.

5.Resultados e Discussao

5.1. Resultados do teste de sobrevivéncia larval

Ao decorrer do teste de sobrevivéncia larval foram observadas duas diferentes
variaveis e estas foram em relagdo ao numero de mortes e variacdes nos estagios de
desenvolvimento, ambas as varidveis foram observadas durante um periodo de 12 dias e

diariamente verificadas.

O primeiro teste realizado um teste realizado em placas de 24 pocos, em que nestes
12 pogos foram utilizados e em cada um foi adicionado um volume de 2mL de AUP (dgua
ultrapura) e Nestes pocos foram adicionadas diferentes quantidades de larvas sento estas 10,
15 e 20 larvas em quadruplicatas a partir do terceiro estagio de desenvolvimento (L3), com
o0 objetivo de averiguar qual seria o menor volume que comportaria uma maior quantidade

de larvas, mantendo um suficiente ntimero de individuos e atingir com facilidade a
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concentragdo constante de 100uM da substancia para degradag@o da matriz peritrofica larval

e meconial (mecPM).

Em relacdo aos estagios de desenvolvimento dos grupos tratados em 2mL foi
possivel observar um atraso no desenvolvimento larval em relagdo ao grupo controle sem
estresse devido 4 pouco volume ou aglomeragdo, ou seja, em condigdes laboratoriais normais
que variam entre um periodo de 2 a 3 dias por estagio durando em cerca de 7 a 10 dias, sendo
o estagio de pupa o mais curto durando em torno de 2 dias até o estagio adulto (Silva et al.,

2018).
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Griéfico I: O grafico mostra a mudanca de estdgio de desenvolvimento a partir de L3 até
mosquitos adultos nas larvas tratadas em apenas 2mL de agua (azul) em relagdo ao grupo
controle que foi mantido em condi¢des laboratoriais normais (rosa), ¢ possivel observar o
atraso no desenvolvimento pois o grupo tradado ndo manifestou estagios de pupa ou
mosquitos adultos ao longo do experimento, mantendo-se em terceiros e quartos estagios

larvais de desenvolvimento.

Devido a este resultado foram feitos testes em placas de 6 pogos, sendo que destes 4
pogos foram utilizados e em cada um foi adicionado SmL de AUP (4gua ultrapura) e 33
larvas foram adicionadas em cada pogo, com o objetivo de alcangar um maior rendimento e

verificar alguma melhora no tempo de desenvolvimento do grupo tratado.

Uma segunda variavel foi verificada ao decorrer dos dois diferentes tratamentos (2mL

e SmL), com o objetivo de constar se ambos os tratamentos possuiriam alguma atividade
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larvicida e se possivelmente poderiam influenciar negativamente na obten¢ao de um numero
suficiente de organismos tratados, esta varidvel foi a sobrevivéncia larval, demonstrada
através da realizacdo de um grafico de sobrevivéncia.

Com isso foi possivel verificar que o tratamento das larvas em volume de 2mL
independentemente do niimero de lavras adicionados (10, 15 ou 20) obtiveram uma
mortalidade acima de 10% podendo ser prejudicial ao rendimento do experimento. Contudo
o tratamento em Sml se mostrou mais eficiente com uma mortalidade abaixo de 10%.

Desenvolvimento em SmL
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Grifico II: Grafico mostra a mudanca de estagio de desenvolvimento a partir de L3 até
mosquitos adultos nas larvas tratadas em um volume de SmL de 4gua (azul) em relagdo ao
grupo controle que foi mantido em condi¢des laboratoriais normais (rosa), entretanto neste
experimento o grupo tratado se desenvolveu rapidamente alcangando estagios de pupa e

mosquitos adultos.
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Gafico III: O gréfico de sobrevivéncia compara os tratamentos em volumes de 2mL com
diferentes quantidades de larvas por pogo (10, 15 e 20) com o tratamento em SmLcom 33
larvas por poco, evidenciando a eficiéncia deste ultimo representado pela linha vermelha que

encontra-se acima da linha preta representando uma mortalidade de 10%.

Devido ao tratamento em volumes de SmLter se mostrado mais efetivo tanto em termos
de desenvolvimento de estdgio quanto em termos de mortalidade este foi escolhido para dar
inicio ao experimento sendo utilizado como base para o tratamento com a substancia
polioxina D. Totalizando um numero de 160 intestinos ao longo do experimento, referentes
a 80 intestinos grupo controle e 80 intestinos do grupo tratado com a substancia polioxina

D, subdivido em pools de 5 intestinos por amostra.

5.2. Resultados do tratamento dos grupos larvais (L3 e L4), pupa e adultos recém

emergidos com Polioxina D

O tratamento com a substidncia polioxina D foi realizado apds os testes de
sobrevivéncia baseados nos resultados obtidos, os mosquitos foram tratados a partir dos
estagios L3 até os estagios de pupa em uma solucdo de 100pM em meio liquido sendo
reposta quando perdida por evaporagdo, e um volume equivalente de AUP (4dgua ultrapura)
foi adicionado no grupo controle, uma solugdo de ragao foi adicionada até o quarto estagio

de desenvolvimento.



25

Para verificar a interagdo da polioxina D com a matriz peritréfica do topo II (PM2)
individuos em estagios larvais foram dissecados devido a esta estrutura se mostrar presente
desde os primeiros estadgios de desenvolvimento (Lehane,1997) e para identificar a interagdo
da substancia com a matriz peritréfica meconial (mecPM) individuos em estagios de pupa e
mosquitos adultos com menos de 24 horas foram dissecados pois a estrutura sera
desenvolvida durante este periodo (Moll et al., 2001). Parte das disse¢des foram
aleatoriamente selecionadas em todos os grupos tratados e observadas a partir de
fluorescéncia com Calcofluor White Stain (SIGMA-ALDRICH) seguindo recomendagdes
do fabricante a fim de observar a degradagdo dos diferentes tipos de matriz peritroficas
citados pela polioxina D em comparacdo com o grupo controle (ndo tratado com a
substancia), outra parte do material dissecado foi separado para estudos de microbioma que
serdo futuramente realizados com o intuito de observar a interagdo da microbiota intestinal

com a estrutura.
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Figura XII: A imagem realizada pela autora a partir da fluorescéncia manifestada por
Calcofluor White Stain (SIGMA-ALDRICH) estruturas quitinosas manifestadas em
tonalidades azuladas encontradas nas dissecc¢des intestinais dos diferentes grupos, sendo
eles: machos adultos dissecados em periodos inferiores a 24 horas, pupas e larvas em terceiro
e quarto estagio larval (L3 e L4) em grupos tratados e ndo tratados (controle) com a

substancia polioxina D de acordo com a legenda.

Ao observarmos o padrdo de florescéncia foi notado uma possivel degradagao da
matriz peritréfica com o tratamento utilizando polioxina D, esta etapa ¢ primordial e de
extrema importancia para obtermos respostas futuras e completarmos nossos objetivos. Pois
devido a degradacao da estrutura poderemos estudar a interacdo da microbiota intestinal em
com a matriz peritrofica (PM) em Aedes aegypti a partir da caracterizagdo das espécies,
familias e ordens bacterianas encontradas em grupos que sofreram degradacdo em

comparagdo com os grupos que ndo sofreram degradacdo da estrutura.

5.3 Microbioma
5.3.1 Panorama do microbioma de larvas em estagio 3 (L3)

O estagio larval 3 foi o primeiro a ser estabelecido e escolhido para o inicio do
tratamento com a substancia polioxina D com o intuito de degradar a matriz peritréfica do
tipo II, como dito anteriormente a matriz tipo II (PM2) ¢ produzida em uma regido
especializada do intestino anterior chamada cérdia nos estagios iniciais (larvais), forma uma
camada continua, que estd sempre presente. Apds a realizagdo do tratamento, extragdo de
DNA, PCR de microbioma, quantificagdo por qPCR e sequenciamento os dados gerados
foram processados via CLC e gréficos referentes a caracterizacdo da microbiota desse grupo

foram gerados.
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Grafico IV: Imagem refere-se a microbiota de larvas em estagio de desenvolvimento 3 (L3)
a nivel de ordem. No eixo y podemos observar 4 direita a legenda referente a ordem das
bactérias encontradas e 4 esquerda a porcentagem em sua abunddncia, jA no eixo X
observamos a caracterizacdo da microbiota do grupo controle e tratado com a substancia

polioxina D, respectivamente.
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Gafico V: Imagem retrata a nivel de espécie as bactérias encontradas no intestino médio de

larvas em estagio 3 (L3) dos grupos controle e tratados com polioxina D em abundancia.

Conseguimos observar a partir dos graficos um aparente aumento qualitativo da
diversidade microbiana intestinal do grupo controle em relagdo ao grupo tratado com
polioxina, principalmente neste estagio de desenvolvimento larval inicial do tratamento. E
possivel verificar em ambos os graficos representados acima uma maior presenga
representativa do grupo de bactérias Aeromonadales (Pseudomonas putida) que sio
bactérias consideradas chave para a manuten¢do de um ambiente microbiano de qualidade
devido a sua versatilidade metabdlica, em ambientes aerdbicos, obtendo um importante
papel na reciclagem de residuos organicos (Timms, 2002) podendo deduzir uma possivel
mudanga ambiental gerando um cenario de estresse microbiano nos grupos tratatos com a

substancia polioxina D.
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5.3.2 Panorama do microbioma de larvas em estagio 4 (L4)

O estagio de desenvolvimento 4 de larvas de Ae. Aegypti precede o Ultimo estagio de
desenvolvimento larval e, portanto, modo de vida aquatico desses animais. Nesta etapa,
assim como presente na etapa anterior a matriz peritréfica encontrada ¢ do tipo I (PM2).
Com o objetivo de degradar a PM2 realizamos o mesmo tratamento com a substincia
polioxina D com o intuito de verificar o panorama da microbiota intestinal durante a possivel

degradagdo dessa estrutura.
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Grafico VI: O Grafico acima mostra a caracterizacdo do microbioma de larvas em estagio
4 de desenvolvimento. No eixo Y mostramos as bactérias encontradas nesses animais a nivel

de ordem em abundancia, no eixo X € possivel verificar a caracterizacdo de cada amostra
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(que se refere a um pool contendo 5 intestinos cada) dos grupos controle e tratado,
respectivamente.
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Grifico V: A imagem mostra a caracterizagdo do microbioma em larvas de estagio 4 & nivel
de espécie, no eixo Y € possivel observar as espécies bacterianas em abundancia e no eixo
X as amostras dos intestinos em pool dos grupos tratados com a substancia polixina D e

controle.

Da mesma forma que encontramos uma aparente diminui¢do na diversidade
microbiana em grupos tratados com polioxina em estagio de desenvolvimento 3, também
podemos observar esta diferenca qualitativa em grupos de estagio larvar 4 (L4), mesmo que
de maneira mais sutil, ¢ possivel observar uma mudang¢a no cendrio microbiano deste grupo,
destacando a mudanga decorrente ndo apenas do tratamento, mas também da mudanga em

relacdo ao estagio de desenvolvimento. Destacando nesta etapa o grupo bacteriano
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Pseudomonadales (Pseudomonas sp AUI12) que possuem uma dependéncia ao substrato
oxidado (Mandelbaum et al.,1995) o que pode vir a ser uma certa alteragdo do substrato
intestinal em relacdo ao tratamento com a substancia polioxina, visto que, este grupo foi, em

sua maior parte, encontrado em grupos nao tratados com a substancia.
5.3.3 Panorama do microbioma de larvas em estagio de pupa

O estagio de pupa ¢ de extrema importancia para o desenvolvimento da microbiota
desses animais, € o ultimo estadgio que possui um modo de vida aquatico, entretanto, durante
esse estagio de desenvolvimento esses animais se abstém em termos de alimentagdo e a
matriz peritrofica encontrada ¢ a do tipo meconial, como explicado anteriormente, essa
matriz (mecPM1) ¢é presente em torno do mecdnio, que ¢ caracterizado pelo epitélio
degenerado do intestino médio das larvas e estd relacionada a uma esterilizagdo intestinal
das bactérias durante a metamorfose de mosquitos como Ae. Aegypti. Contudo, realizamos
a caracterizacdo da microbiota desses animais durante esse estadgio de desenvolvimento a
partir do tratamento com a substancia polioxina D com o objetivo de verificar a natureza

dessa microbiota em contato com a degradacdo da estrutura da matriz meconial.
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Grafico VI: Grafico mostra o panorama da microbiota de larvas em estagio de pupa dos
grupos controle e tratado com a substancia polioxina D. No eixo Y ¢ possivel verificar a
microbiota 4 nivel de ordem em abundancia, no eixo X ¢é possivel verificar as amostras em

pool dos dois respectivos grupos.
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GraficoVII: Grafico mostra a nivel de espécie a caracterizacao da microbiota de larvas em
ultimo estagio (pupa) € possivel verificar essa caracterizagdo em cada amostra de maneira
individual, sendo que, cada amostra representada pelo eixo X representa um pool de 5
intestinos coletados tanto do grupo tratado com polioxina D quanto controle em abundancia

mostrados em forma de porcentagem.

Diferentemente dos resultados expostos em grupos anteriores de estagio de
desenvolvimento, ndo foi possivel verificar alguma aparente diferenca na microbiota destes
animais em estagio de pupa. Neste estagio a matriz peritrofica a ser estudada ¢ a matriz do
tipo meconial, formada a partir da distensdo epitelial durante a muda de larvas em instar 4 e
pupas ((Moll et al., 2001). Dada a diferenca do tipo de matriz peritréfica a mudanca do
padrdo encontrado até o estagio 4 ¢ compreensivel. Muitos estudos mostram que a matriz
peritréfica meconial possui uma forte relagdo com a mudanca da microbiota durante a

metamorfose de mosquitos como Ae. aegypti.

5.3.4 Panorama do microbioma de adultos de Ae. aegypti
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Adultos de Ae. aegypti possuem um habito de vida terrestre, diferentemente dos
estagios anteriores de desenvolvimento, esse fato pode influenciar diretamente na
caracterizacdo da microbiota desses animais. Realizamos da mesma forma um tratamento
com a substancia polioxina D e analisamos a microbiota desse grupo relacionando este
tratamento com a possivel degradacdo da estrutura da matriz peritréfica. Os mosquitos
observados foram dissecados em um periodo de 12 horas apos a emersdo do estagio de pupa,
portanto a matriz peritroéfica aqui relacionada ¢ a do tipo meconial (mecPM) presente em

mosquitos recém emergidos em um periodo de até 24 horas.
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Griéfico VIII: Figura exemplifica a caracterizacdo da microbiota de mosquitos adultos com
12 horas pos fase de pupa, cada amostra é referente a um pool de 5 intestinos, sendo que
MC-d_S32 trata-se do grupo controle ¢ MP-a S25 e MP-c¢_S27 trata-se do grupo tratado

com a substancia polioxina D a nivel de ordem.
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Grafico IX: Grafico mostra a nivel de espécie a caracterizagdo da microbiota de mosquitos
adultos de Ae. aegypti em até 12 horas apos estagio de pupa. € possivel verificar essa
caracterizacdo em cada amostra de maneira individual, sendo que, cada amostra representada
pelo eixo X representa um pool de 5 intestinos coletados tanto do grupo tratado com
polioxina D (MP-a_S25 e MP-c_S27) quanto controle (MC-d S32) em abundancia

mostrados em forma de porcentagem.

Em mosquitos adultos, neste periodo de 12 horas apds emersdo, podemos verificar a
presenga da matriz peritréfica meconial em condi¢des naturais (grupo controle) e em
condi¢des de degradacdo (grupo tratado) visto nos graficos, entretanto, devido aos

parametros de analise do sistema CLC - Microbial Genomics Module (Qiagen) que utilizam
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filtros nas analises de microbioma para identificar se cada amostra do estudo ¢é representativa
para serem posteriormente comparadas, a maior parte de nossas amostras foram bloqueadas
por este sistema, principalmente neste ultimo grupo a ser analisado. Estatisticamente ndo
houve diferenca quantitativa da microbiota em resultado ao tratamento com a substincia
polioxina D, entretanto estamos avaliando outros parametros para um melhor entendimento

do impacto da matriz peritréfica no fitness e na competéncia vetorial.

5.4 Analise da taxa de pupac¢ido em resultado ao tratamento

Obtivemos resultados relacionados ao comportamento de pupagao dos grupos que
obtiveram suas mudangas de instares de desenvolvimento em contato com a substancia

polioxina D a 100uM e grupos controle, subdivididos em triplicata em graficos.

Grupo Tratado com polioxina D

25

22

19

16
13
10

0 1 2 3 4 5 6

Triplicata 3 Triplicata 2 m® Triplicata 1

Grafico X: Podemos observar no eixo Y a quantidade de dias analisados de 1 & 25,
contabilizados ap0s a primeira mudancga de instar de desenvolvimento de larvas em estagio
4 (L4) para pupa relatado. No eixo X destacamos a quantidade de pupas que sofreram essa
mudanca de estdgio, em cinza estd descrito o panorama da taxa de pupacdo do primeiro
grupo, em laranja do segundo grupo e em azul do terceiro grupo que foram tratados com a

substancia polioxina D, visto que o experimento foi realizado em triplicata.



38

Grupo Tratado com polioxina D

i V

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

e Triplicata 1 Triplicata 2 Triplicata 3

Grifico XI: A partir deste grafico conseguimos observar no eixo Y o numero de larvas que
sofreram mudangas do quarto estagio larval para o estagio de pupa de cada triplicata,
representada pelas linhas cinza, laranja e azul. No eixo X ¢ possivel observar o nimero de
dias de 1 a 25 a partir do primeiro aparecimento de pupas relatados durante o experimento

realizado com a subtancia polioxina D.

A partir destes dados conseguimos observar que o grupo tratado com a subtancia
polioxina D do primeiro dia ao décimo primeiro dia obteve a presenga de pupas em uma taxa
média de pupagdo de 0,27272727 para a primeira réplica, 0,45454545 para segunda réplica
e 0,4545455 para terceira réplica o que ¢ considerada baixa, porém foi relatado a presenca
de pupas neste periodo. Entretanto nos periodos constados do décimo primeiro ao décimo
oitavo dia obtivemos uma média 0 em todas as réplicas observadas, indicando que as larvas
entraram em diapausa durante um periodo de 8 dias, o que pode vir a ser resultado de algum

estresse durante o tratamento.

A partir do décimo oitavo dia foi possivel observar uma mudanga no panorama da
taxa de pupagdo desse grupo, em todas as réplicas, sendo cada uma delas de: 1,875; 1,875 ¢

2,5 respectivamente.

Totalizamos ao longo de todo experimento um total (soma) de 63 pupas coletadas,
individualmente cada réplica obteve um ntimero amostral de 18, 20 e 25 pupas coletadas
respectivamente com uma média total de 0,72; 0,8 e 1 pupas coletadas em resultado ao

tratamento com a substancia polioxina D e possivel degradacdao da matriz peritrofica.
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Grupo controle
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Grafico XIII: Podemos observar no eixo Y do grafico acima a quantidade de dias analisados
de 1 4 25, contabilizados apds a primeira mudanga de instar de desenvolvimento de larvas
em estagio 4 (L4) para pupa relatado. No eixo X destacamos a quantidade de pupas que
sofreram essa mudanca de estagio, em cinza esta descrito o panorama da taxa de pupacao do
primeiro grupo, em laranja do segundo grupo e em azul do terceiro grupo que representam

cada réplica controle deste projeto, larvas ndo tratadas com a substancia polioxina D.

Grupo controle
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Grafico XIV: A partir deste grafico conseguimos observar no eixo Y o numero de larvas
que sofreram mudancas do quarto estdgio larval para o estagio de pupa de cada triplicata,
representada pelas linhas cinza, laranja e azul. No eixo X ¢ possivel observar o nimero de
dias de 1 a 25 a partir do primeiro aparecimento de pupas relatados durante o experimento

realizado para o grupo controle.

Os dados obtidos para o grupo controle mostraram um total de 56 pupas, sendo cada

réplica contribuindo com 20, 17 e 19 larvas em estagio de pupa, respectivamente.

A partir da observagdo dos graficos representativos ao grupo controle podemos
verificar uma taxa média de pupagdo de 0,28571429; 0,14285714 ¢ 0,14285714 do primeiro
ao oitavo dia, a taxa de pupagdo inicial se mostrou baixa no inicio do experimento, assim
como observado no grupo tratado com polioxina. Ainda semelhante ao observado no grupo
tratado com a substancia a partir do oitavo ao décimo oitavo dia também foi observado uma
taxa de pupacdo 0, podendo indicar que a diapausa observada no grupo tratado pode ndo vir
a ser decorrente ao tratamento, e sim a algum estresse devido ao tratamento em placas com
quantidade de 4gua reduzida em comparagao ao volume comumente utilizado. Vale ressaltar
que a redu¢do do volume de agua utilizado ao longo do experimento foi necessaria para o
controle da concentragdo de 100uM de solugdo de polioxina D para o grupo tratado e,
respeitando a equidade do volume da é4gua utilizado, o grupo controle foi mantido as

condi¢des de reducdo de volume.

Apds o décimo oitavo dia de observagdo conseguimos identificar um aumento na
taxa média de pupacdo das réplicas analisadas (panorama semelhante ao relatado com o
grupo tratado com a polioxina D) as médias de cada replicada observada a partir do décimo
oitavo dia foram: 2,25; 2 e 2,25 respectivamente. Neste periodo a taxa de pupacdo do grupo
tratado foi inferior ao grupo controle, além disso, devido ao panorama observado pelas
curvas dos graficos ¢ possivel verificar uma certa constincia no nimero de pupas
encontradas a cada dia contabilizado no grupo que obteve contado com a substincia
polioxina D, sendo que, no grupo controle observamos um maior numero de quedas
acentuadas no grafico principalmente a partir do décimo oitavo dia, indicando uma maior

inconstancia no nimero de pupas verificadas por dia.
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