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Resumo

Resumo

Dengue é a arbovirose de maior crescimento nos ultimos anos, repercutindo em impactos
sociais e econémicos devido as altas taxas de morbidade e mortalidade desencadeadas pela
infeccdo. O dengue tem como principal vetor o mosquito Aedes aegypti, distribuido em toda a
faixa tropical e subtropical do planeta. Por apresentar habito hematofdgico antropofilico,
rapido desenvolvimento e caracteristicas comportamentais especificas, ¢ um excelente
transmissor do virus dengue. Medidas de controle estdo restritas a eliminagcdo do mosquito
vetor, uma vez que um tratamento especifico ou uma vacina que previna simultaneamente a
infeccdo pelos quatro sorotipos deste arbovirus ainda nao estdo disponiveis a populagdo. Uma
caracteristica que determina a disseminacdo de doencas é a alta competéncia vetorial de seus
mosquitos transmissores, que tem sido associada a fatores genéticos do mosquito bem como a
microbiota intestinal do inseto. O presente estudo avaliou fatores genéticos e microbianos
relacionados a competéncia vetorial de popula¢des naturais de Ae. aegypti com diferencas na
susceptibilidades ao virus dengue sorotipo 4 (DENV-4). Para isso, foi avaliada a susceptibilidade
a infeccdo pelo DENV de duas populagdes naturais deste inseto (Botucatu-SP e Nedpolis-SE)
através de ensaios de infeccdo e quantificacdo relativa por PCR em tempo real. A expressao
génica diferencial, bem como a diversidade microbiana intestinal, foi realizada através do
sequenciamento de nova geracdo (RNA-seq e sequenciamento do gene 16S rRNA) através das
plataformas Illumina HiScan™SQ e MiSeq, respectivamente. Verificamos que as populacdes
estudadas apresentam diferencas na susceptibilidades ao DENV-4 onde Botucatu apresentou
maior resisténcia a infeccdo quando comparada a Nedpolis. Pela andlise de expressao génica
diferencial verificamos que houve pouca modula¢do genica na populagdo de Botucatu em
resposta a infeccdo por DENV, enquanto a populacdo de Nedpolis (susceptivel), apresentou
consideravel modulagdo de varios genes tanto ligados as vias imunes quanto a processos
digestivos. Na comparagdo com outros estudos verificamos que a via imune Toll estd sendo
ativada nesta populagdo apds a infec¢do. Entretanto, a comparagao do peril de expressao
génica diferencial entre as populagées e sua diferenca na susceptibilidades ao DENV, nos leva a
consideracdo que genes ligados as tripsinas, DEAD box e as TEPs também podem estar
desenvolvendo papel importante na susceptibilidade/resisténcia. Ademais, sugerimos que as
vias imunes estdo sendo ativadas como resposta a infeccdo, porém nao sdo suficientes para
eliminar o virus nestes insetos. A analise dos microbiomas foi realizada com os mesmos
mosquitos sequenciadas no RNA-seq. Os géneros de bactérias encontrados, em ordem
decrescente de representatividade em nossos resultados foram: Elizabethkingia,
Stenotrophomonas, Pseudomonas, Asaia, Pantoea e Delftia. Os géneros Stenotrophomonas e
Pseudomonas foram prevalentes respectivamente nas amostras ingurgitadas e ndo infectada e
ingurgitada e infectada da populacdo de Nedpolis. Nas amostras ingurgitadas e infectadas ou
ndo infectadas da populacdo de Botucatu houve maior diversidade de géneros, sendo
considerado o género Elizabethkingia o mais importante. O comportamento de bloqueio de
desenvolvimento de Plasmodium, ja observado para bactérias deste género em mosquitos
Anopheles, parece estar se repetindo com o DENV em mosquitos Aedes, pois possivelmente
este género, assim como alguns genes diferencialmente expressos podem estar modulando a
infectividade da populacdo de Botucatu ao DENV-4. Todavia mais estudos devem ser
realizados para confirmacdo destes achados.
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Dengue is the arbovirosis of greater growth in recent years, reflecting on social and economic
impacts due to the high morbidity and mortality rates triggered by infection. Dengue has
Aedes aegypti as its primary vector, which is distributed throughout tropical and subtropical
regions of the planet. Due to its anthropophilic and haematophagic habit, rapid development
and specific behavioral characteristics, it is an excellent dengue virus transmitter. Control
measurements are restricted to eliminating the mosquito vector since neither specific
treatments nor tetravalent vaccines are yet commercially available. One feature that
determines the spread of the disease is the high vector competence of its vector mosquitoes,
which has been associated to its genetic factors and to its gut microbiota. The present study
evaluated genetic and microbial factors related to vector competence of natural populations
of Ae. Aegypti with different levels of susceptibilities to dengue virus serotype 4 (DENV-4). For
that, we evaluated the susceptibility to DENV-4 infection of two field collected mosquito
populations (Botucatu-SP and Nedpolis-SE) through infection assays and relative quantification
by gPCR. Differential gene expression and gut microbial diversity analyses were performed
using next-generation sequencing (RNA-seq and 16S rRNA gene sequencing) through lllumina
HiScanSQ and MiSeq platforms, respectively. The populations presented different
susceptibility to DENV-4, of which Botucatu showed higher resistance to infection when
compared to Nedpolis. Differential gene expression analysis revealed that there was little gene
modulation in response to DENV infection in Botucatu, while Nedpolis showed consistent
modulation on several genes related to immune pathways or digestive processes. When
comparing to other studies we found that the Toll immune pathway is being activated in this
population after infection. However, the comparison of differential gene expression profiles
between the two populations and their different susceptibility to DENV, brings us to the
consideration that genes coding to Trypsins, DEAD box proteins and TEPs could also be playing
an important role in the susceptibility/resistance of Ae. aegypti to DENV. Furthermore, we
suggest that immune pathways are activated in response to DENV infection, but are not
sufficient to eliminate virus in these mosquitoes. Microbiome analysis was performed with the
same mosquitoes sequenced in RNA-seq. The most prevalent genera, in descending order,
were: Elizabethkingia, Stenotrophomonas, Pseudomonas, Asaia, Pantoea and Delftia.
Stenotrophomonas and Pseudomonas genera were prevalent respectively in engorged and
uninfected and engorged and infected samples of the population of Nedpolis. In engorged-
infected or -uninfected samples from Botucatu there was greater genus diversity, being
Elizabethkingia considered the most dominant one. The anti-pathogen activity exerted by this
genus against Plasmodium seems also to be occurring against DENV in Aedes. Further studies

will be needed to confirm these findings.
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1. Introdugao

1.1. Doengas negligenciadas

De acordo com a Organiza¢gdo Mundial da Saude (OMS), as doengas negligenciadas sdo um
conjunto de doencas com caracteristicas distintas associadas a situacdo de pobreza, as precdrias
condicbes de vida e as iniquidades em saude (WHO, 2013a). Neste sentido, sdo doencas que
prevalecem em condicdes de pobreza, mas também sdo importantes fatores para a manutencao do
guadro de desigualdade social, visto que contribuem para o atraso do desenvolvimento dos paises

afetados.

As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) fazem parte dos maiores problemas em saude
publica no mundo. Causadas por agentes infecciosos ou parasitarios, que em muitos casos
necessitam de um vetor para transmissdo, afetam normalmente regides cuja populacdo possui baixa
renda, como paises da Africa, Asia e Américas, repercutindo diretamente em problemas sociais e
econdmicos pelas altas taxas de morbidade e mortalidade (LaBeaud, 2008). As dezessete DTNs
priorizadas pela OMS, dentre as quais a dengue estd incluida, afetam mais de 1 bilhdo de pessoas em

todo o mundo e sdo endémicas em 149 paises (WHO, 2013a).

Em relatdrio recente, a OMS registrou um avango significativo no combate a doencgas
tropicais. Entretanto, os casos de dengue continuam progredindo, sendo considerada a arbovirose
gue mais cresceu nos Ultimos anos. As principais causas do aumento de casos de dengue resultam da
combinacdo de diversos fatores, principalmente aqueles relacionados as mudancas climaticas e aos

deslocamentos populacionais do mundo moderno (WHO, 2013b).

A denominacgao arbovirus deriva da expressdo "ARthropod Borne VIRUSES", termo adotado
em 1942 para designar um grupo de virus capazes de se multiplicar em artrépodes e de serem

transmitidos aos hospedeiros vertebrados através da picada desses (Karabatsos, 1985; WHO, 1997).
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1.2. Dengue

O dengue é o principal virus transmitido por artropodes que afeta humanos e causa a
arbovirose de maior relevancia em saude publica (Kyle & Harris, 2008), devido a sua expansdo em
areas urbanas e semiurbanas. E transmitido entre humanos, majoritariamente pela picada do

mosquito vetor Ae. aegypti e em menor escala pelo Ae. albopictus.

A OMS estima que cerca de 2,5 bilhGes de pessoas habitem areas de risco de infec¢ao pelo
virus dengue (DENV) em paises tropicais e subtropicais, sendo relatados entre 50 e 100 milhdes de
casos de infec¢do a cada ano (Halstead, 2007; Wikramaratna et al., 2010). Entretanto, um estudo
recente sugere que o numero real de casos anuais possa ser de quase 390 milhdes (Bhatt et al.,
2013). Aproximadamente 2 a 5% dos casos de dengue evoluem para dengue severa (DS)
(previamente conhecida como dengue hemorragica ou sindrome do choque da dengue), que pode

levar a morte (2,5% dos afetados) se ndo tratada em tempo adequado (Halstead, 2007; WHO, 2014).

O DENV é atualmente como um arbovirus da familia Flaviviridae, género Flavivirus, que inclui
oficialmente 4 sorotipos cocirculantes: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (CDC, 2009; WHO, 2009).
Dados de longa escala temporal revelam ciclos multianuais na prevaléncia da doenga e troca

sequencial do sorotipo dominante (Wikramaratna et al., 2010).

Apesar de apenas 4 sorotipos serem oficialmente aceitos, em um surto na Maldasia em 2007,
foi coletada uma amostra de humano com sintomas da dengue que acreditava-se ser de DENV-4 que
circula apenas entre primatas e o mosquito Aedes nivalis nas florestas do Sudeste asiatico (Normile,
2013; Mustafa et al., 2014). Entretanto, apds o sequenciamento de seu genoma, foi verificado que
ele era diferente filogeneticamente dos demais sorotipos de DENV-4 e que tinha algumas
semelhancas com o DENV-2 (Normile, 2013). E com a realizagdo de estudos com macacos Rhesus, foi
verificado que os mesmos produziam anticorpos anti-DENV diferentes dos produzidos contra os
demais sorotipos, comprovando-se assim o isolamento de um novo sorotipo do virus (Normile, 2013;

Mustafa et al., 2014).
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A co-circulagdo de vdrios sorotipos de dengue juntamente com o aumento da atividade
humana aumenta a probabilidade de alterages genéticas, levando a diversidade das populagcGes de
virus. Recombinacbes genéticas, selecao natural e gargalos genéticos, tém sido implicados como

fatores que podem conduzir ao surgimento de novos sorotipos (Mustafa et al., 2014).

O homem e outros primatas sdao os hospedeiros vertebrados do virus dengue, mas somente o
primeiro apresenta manifestacao clinica da infeccdo e periodo de viremia. Nos demais primatas a

viremia é baixa e de curta duracgdo (Gubler, 1998a).

O virus dengue é composto por RNA fita simples positiva, mede 40-50 nm de didmetro, é
envolto por um nucleocapsidio icosaédrico e recoberto por um envelope lipidico. Seu genoma, de
aproximadamente 11.000 pares de bases (11 kb), codifica trés proteinas estruturais: a proteina do
capsideo (C), a proteina precursora da membrana (prM) que é proteoliticamente clivada por uma
protease celular para formar a proteina M em virions maduros, e a proteina do envelope (E). Codifica
também sete proteinas ndo estruturais (NS — non-structural) que sdo essenciais para a replicacédo

viral: NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5 (Mackenzie et al., 2004) (Fig. 1).

A  structural proteins non structural proteins (NPs) .
»— T s
2K
: NS3 NS5 COOH,
B <<= Viral protease cleavage site
NH

Cytoplasm |<ges Host protease cleavage site
)
t. <<= Furin cleavage site
<g= Unknown host protease cleavage site

Figura 1. Diagrama esquematico da organizacdo e processamento da poliproteina do DENV. A:
Organizagdo linear das proteinas estruturais (structural proteins) e ndo estruturais (non structural
proteins, NPs) dentro da poliproteina. B: Esquema representativo da topologia da membrana da
poliproteina predita de andlises bioquimicas e celulares, as quais sao processadas por diferentes
proteases celulares e virais (sitio de clivagem de proteases virais, sitios de clivagem das proteases
dos hospedeiros, sitio de clivagem das furinas; possivel sitio de clivagem por hospedeiro
desconhecido)(indica¢des das setas). (Adaptado de Assenberg et al., 2009).
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A transmissdo de dengue normalmente depende de um ciclo que envolve um individuo
infectado, um agente vetor e um individuo susceptivel a infecgdo. O ciclo de transmissdo é iniciado
guando a fémea do mosquito Aedes, durante sua alimentacdo, suga o sangue de um individuo em
fase de viremia. Depois que o mosquito se alimenta com o sangue contendo o virus, o primeiro alvo
de infeccdo neste inseto é o epitélio do intestino-médio, onde se inicia a replicacdo viral. Em seguida
0 virus rompe a barreira intestinal e, ao atingir a hemolinfa, se dissemina pelo corpo do vetor,
periodo este denominado de periodo de incubagdo extrinseco (PIE) que varia de 7 a 14 dias, até que
o virus atinja e se multiplique nas glandulas salivares, podendo ser transmitido pela saliva para um
hospedeiro humano suscetivel durante o proximo repasto sanguineo (Woodring et al., 1996; Rigau-
Pérez, 2001; Salazar et al., 2007). Existem relatos de transmissdes verticais de DENV, em que a fémea
infectada transmite os virus diretamente aos ovos por passagem transovariana. Entretanto, isso
ocorre em baixissimas taxas tanto para Aedes spp. quanto para quase todos vetores de outras
arboviroses e sua significancia epidemioldgica ainda nao é claramente compreendida (Gunther et al.,

2007).

1.3. Epidemiologia

Dengue é uma doenca global reemergente. Em 1779-1780 epidemias foram reportadas na
Asia, Africa e América do Norte. Esses dados indicam que mesmo no século 18, a febre de dengue ja
tinha se distribuido globalmente, possivelmente como consequéncia do comércio maritimo (Gubler,

2006).

Acredita-se que a dengue era originalmente uma doenga silvestre, mas com a expansao
humana e os desmatamentos para utilizagdo das terras para cultivos, foi transmitida para os
humanos pelo vetor Ae. albopictus, mosquito de comportamento promiscuo e peridoméstico

(Gubler, 2006).
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As manifestacbes clinicas da dengue no homem caracterizam-se por um amplo espectro
clinico que variam de uma sindrome viral infectante, inespecifica e benigna (infeccdo assintomatica),
de febre indiferenciada ou febre por dengue (FD) conhecida como dengue classica, até as graves
formas de febre hemorragica de dengue (FHD) e/ou sindrome de choque de dengue (SCD)
denominadas como dengue severa (DS). A DS é caracterizada principalmente por eventos de
hemorragia, trombocitopenia e hemoconcentracao, que pode levar os pacientes acometidos a morte
(Gubler, 1998b). Sdo fatores de risco para casos graves: a cepa do sorotipo do virus infectante, o
estado imunoldgico e genético do paciente, a concomitancia com outras doencas e a infecgdo prévia
por outro sorotipo viral da doenca (Figueiredo & Fonseca, 1966; Pinheiro & Travassos-da-Rosa,
1996). As taxas de mortalidade da DS variam em torno de 2,5 a 5%, mas podem ocorrer em até 20%
dos casos quando nao tratada de forma adequada (Wikramaratna et al., 2010). Além da morbidade e
mortalidade causadas por esta infeccdo, outros problemas surgem em decorréncia de gastos com
tratamento, hospitalizacdo, controle dos vetores, abstencdo ao trabalho e perdas com turismo

(WHO, 1997; David et al., 2013).

Os primeiros relatos de epidemias com quadro clinico compativeis com essa enfermidade
estdo registrados em uma enciclopédia chinesa datada de 610 D.C. (Howe, 1977; Gubler, 1998b).
Surtos epidémicos de doenca febril aguda no oeste da india Francesa, em 1635, e no Panamd, em
1699, tém sido relacionados a dengue, porém sem muito consenso quanto a ser por esse agente

etioldgico ou pelo virus Chikungunya (Martinez-Torres, 1990).

Ao final do século XVII surgiram relatos de uma enfermidade semelhante a dengue. Estes
foram descritos simultaneamente em 1779 em trés distintos continentes: Batavia (Indonésia- Asia),
Cairo (Egito- Africa) e Filadélfia (Estados Unidos da América- Américas). Tais fatos indicam que tanto
o DENV, quanto o mosquito vetor ja apresentavam uma distribuicdo mundial na regido dos trépicos

ha mais de duzentos anos (Henchal & Putnak, 1990).
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Em meados dos anos 40, até os anos 60, a dengue foi praticamente eliminada de muitos
paises das Américas do Sul e Central, incluindo o Brasil, em virtude do combate ao vetor em escala
continental (Soper, 1965). Contudo, devido a reducdo da vigilancia e dos programas de controle,
observou-se a reinfestacdo do Ae. aegypti em 1967, provavelmente originada dos paises vizinhos que

nao obtiveram éxito em sua erradicagao (Franco, 1976).

1.4. Aedes aegypti

O Ae. aegypti é um mosquito (artrépode) pertencente a ordem Diptera, subordem
Nematocera, familia Culicidae, e subfamilia Culicinae, que se destaca por ser o principal vetor de
arboviroses, tal como a febre amarela urbana e dos virus dengue sorotipos 1 - 4 (DENV 1 - 4) em
humanos (Gluber, 1998a). Sua morfologia é facilmente determinada por ser um mosquito de
coloragdo castanha com anelagdes prateadas no abdémen e pernas, e por marcagdes no térax que

formam um desenho com aspecto de “lira” (Neves, 2009) (Fig. 2).

Figura 2. Mosquito Aedes aegyti adulto, mostrando no lado dorsal do térax a forma de "lira".
(CDC/Howell & Collins, 2007).

Evidéncias sugerem que este culicideo é origindrio do continente africano, especificamente
do territério onde hoje se situa a Etidpia. A partir desta localidade, o mosquito teria se dispersado
pelo mundo ao longo das rotas comerciais durante os séculos XVII, XVIIl e XIX, distribuindo-se

amplamente nas regiGes tropicais e subtropicais do globo terrestre, principalmente entre os
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paralelos de 45°N e 30°S (Slosek, 1986). Acredita-se que este vetor tenha sido introduzido no
continente americano em época precoce da colonizacdo, gracas ao trafego comercial que se

estabeleceu entre as Américas e as areas de onde ele é natural (Forattini, 1965).

O habitat desta espécie estd intimamente ligado as condi¢des domiciliares ou
peridomiciliares decorrentes da acdo antrdpica. Sua preferéncia pelos depdsitos artificiais como
locais de ovoposicao faz com que a concentracdo populacional advinda com a urbanizacado, ao lado
da larga utilizacdo de recipientes artificiais, seja fator determinante na sua crescente proliferacdao nos
centros urbanos das regides tropicais e subtropicais do planeta. Como exemplo de criadouros
artificiais pode-se citar: pneus, latas, caixas d’dgua e piscinas. Nesses criadouros, as fémeas
depositam seus ovos, isoladamente, em um substrato Umido, préoximo a dgua ou em local inunddvel,
0s quais podem resistir a seca por mais de um ano, o que facilita a sobrevivéncia e dispersao,
dificultando o controle do mosquito (Figueiredo & Fonseca, 1966). A oviposicdo pode ocorrer em até
10 criadouros diferentes, com uma variacdo de 1 a 50 ovos por criadouro. O ciclo de
desenvolvimento do Ae. aegypti compreende quatro estadios: ovo, larva (4 estadios: L1, L2, L3 e L4),
pupa e inseto adulto (Fig. 3). O desenvolvimento deste ciclo geralmente ocorre em um curto espago
de tempo, podendo variar entre 10 e 15 dias, o que contribui para o rapido aumento da densidade

populacional da espécie (Consoli & Lourengo-de-Oliveira, 1994).
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Ll
Adulto

Etapa Aquatica

v

Ovo 2 a 3 dias

Pupa 1 a 3 dias

Larva 5 a 7 dias

Figura 3. llustragdo do ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti. Adaptado de Martinho (2013).

Os mosquitos adultos desta espécie podem viver por vdrias semanas ou meses, dependendo
das condi¢Ges ambientais, tais como, umidade (Beeuwkes et al, 1933; Shannon & Putnam, 1934) e

temperatura (Bacot, 1916; Johnson, 1919; Davis, 1932).

A alimenta¢do do mosquito adulto (machos e fémeas) é baseada em néctar de frutas. No
entanto, além de néctar de frutas as fémeas se alimentam de sangue, necessario para a maturagao
dos ovos. De habito diurno, este mosquito é considerado hematdéfago voraz, sendo muito eclético
quanto ao hospedeiro, sugando o sangue de uma grande variedade de animais e apresentando
predilecdo pelo homem (antropofilia) (Mattingly, 1957; Scott et al., 1993; Scott et al., 2000).
Caracteristicas como voos rdpidos, escapes durante o repasto sanguineo a qualquer movimento do
hospedeiro e a alternagdo deste hospedeiro com outros sao favordveis a sobrevivéncia do mosquito
e conferem uma melhor eficiéncia na dissemina¢do de virus quando o mosquito esta infectado

(Neves, 2009).
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1.4.1. Interagdo Ae. aegypti virus dengue

A transmissdo do DENV pelo mosquito vetor estd diretamente relacionada com sua
capacidade e competéncia vetorial. A capacidade vetorial é a propriedade de uma populacdo de
vetores em disseminar um agente etioldgico a individuos susceptiveis de uma determinada drea em
condicbes naturais. Parametros ecoldgicos, biolégicos e comportamentais do mosquito fornecem
importantes caracteristicas ao estudo de capacidade vetorial, mas ainda sdo os aspectos referentes a
infeccdo e susceptibilidade do vetor, tais quais a competéncia vetorial, média de picadas infectantes
por hospedeiro e duracdo do periodo de incubacgdo extrinseco (periodo de desenvolvimento do virus
no organismo do vetor - PIE), os principais fatores determinantes (Forattini, 1992; Lourengo-de-

Oliveira, 2005).

A competéncia vetorial, como um componente da capacidade vetorial, é a habilidade
intrinseca de um vetor tornar-se infectado, propiciar a multiplicacdo do agente infeccioso e de
transmitir o virus a um hospedeiro vertebrado. E regida por diversos fatores incluindo o préprio
virus, fatores intrinsecos (genéticos), preferéncia alimentar, suscetibilidade ao patégeno infeccioso,
concentragdo viral no hospedeiro vertebrado infectado, fatores ambientais e climaticos, barreiras
fisioldgicas do mosquito vetor, dentre outros ainda ndo bem compreendidos (Calisher, 1998; Bennett

et al., 2002).

Um a dois dias pds-infeccao (dpi), as particulas virais invadem o epitélio do intestino médio e
iniciam sua replicacdo. A infeccdo do epitélio intestinal do mosquito ocorre pela via endossomal, que
leva a internalizacdo do virus pelas células através de receptores dependentes de clatrina (EMR)
(Cherry & Perrimon, 2004; Acosta et al., 2008). O baixo pH do endossomo induz o desenvelopamento
e liberagdo do RNA viral (vRNA) no citoplasma (Krishnan et al., 2007; van der Schaar et al., 2008). A
tradugdo do VRNA ocorre em associagdo ao reticulo endoplasmatico (RE), gerando uma poliproteina
de cadeia Unica, que é entdo processada para dar origem a todas as proteinas virais estruturais e ndo

estruturais. Durante o processo de traduc¢do e dobramento das proteinas individuais, as proteinas NS
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iniciam a replicacdo em larga escala do genoma viral e as novas moléculas de vRNA s3do entdo
envoltas pela proteina C, formando o nucleocapsideo, e acopladas as proteinas prM e E (Clyde et al.,
2006; Rodhnuis-Zybert et al., 2010). As particulas virais sdo entdo maturadas no complexo de Golgi e
externalizadas da célula através da via secretoria do hospedeiro (Fields et al., 2001). Cerca de 7 a 10
dpi é atingido o pico maximo de virus no intestino do mosquito. Através do sistema traqueal do
inseto, os virus se espalham por todo o corpo. As glandulas salivares sao infectadas a partir de 7 dpi e
a concentracdao maxima de virus nelas pode ser encontrada de 12 a 18 dpi. O mosquito infectado
finaliza o ciclo de transmissdo ao inocular sua saliva, contendo qualquer um dos quatro sorotipos do

virus dengue, em um individuo susceptivel a infeccdo (Salazar et al., 2007).

Barreiras anatémicas prdprias do inseto podem determinar a eficiéncia da infec¢do no vetor,
que inclui a susceptibilidade a infecgdo, isto é, o desenvolvimento do patégeno, dura¢do do periodo
de PIE e eficiéncia da transmissdo do patégeno, afetando consideravelmente a competéncia vetorial
(Beerntsen et al., 2000). Dentre essas barreiras se destacam: a barreira de infeccdo do intestino
médio (MIB), a barreira de escape do intestino médio (MEB) e a barreira da glandula salivar (Barreira
de Transmissdo - TB) (Bennett et al.; 2002, Black et al., 2002) (Fig. 4). Estas barreiras podem ou nao
funcionar para proteger o vetor do desenvolvimento do patdégeno em seu interior, pois requer a
interacdo do virus com os varios tecidos e seus respectivos processos fisioldgicos de protecdo contra

patdgenos que, ao serem burlados, permitem uma infecgdo persistente e duradoura no inseto.
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TB ' MEB

Figura 4. Esquema anatomico do mosquito Aedes aegypti. Barreiras anatomicas que determinam a
infeccao de artrépodes por arbovirus. MIB - barreira de infecgao no intestino; MEB - barreira de
escape do intestino; TB - barreira de transmissdao. CG: Corpo gorduroso; D: Diverticulo; DD:
Diverticulo dorsal; E: Estomago; GS: Glandula salivar; IA: Intestino anterior; IM: Intestino médio; IP;
Intestino posterior; TM: Tubulos de Malpighi. Modificado de Jobling (1987).

Populagbes deste culicideo exibem variabilidade genética consideravel na competéncia
vetorial para flavivirus, inclusive para o virus dengue-2 (Gubler et al., 1979; Bosio et al., 1998; Black
et al., 2002; Severson et al., 2004, Gorrochotegui-Escalante et al., 2002). Estudos em laboratério
certificam que grandes variagbes na infec¢dao oral dos vetores ocorre ndo sé entre diferentes
espécies como também entre diferentes populagbes geograficas da mesma espécie (Gubler & Rosen,
1976; Rocco et al., 2001). Entre os fenédtipos encontrados, sdo observados mosquitos em que os virus
ndo conseguem estabelecer infecgdo no intestino médio, ou que ndo sao disseminados para outros
tecidos, ou que ndo sdo encontrados na saliva. Estes fendtipos sdo associados, respectivamente, com
as barreiras MIB, MEB e TB (Cox et al., 2011). Mdltiplos QTLs (Quantitative Trait Locus) sdo
associados a MIB e MEB, no entanto, apesar de alguns genes serem associados a estas regiées, como
é o caso das tripsinas digestivas, até o momento ndo foi determinada a identidade de genes

especificos responsaveis pela competéncia vetorial de uma espécie, o que se deve provavelmente ao
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fato de ser uma caracteristica multifatorial bastante complexa (Bosio et al., 1998. Bosio et al., 2000;
Black et al., 2002; Bennett, et al., 2005). Diferengas na intensidade de infec¢cdao (medidas pelos picos
de titulacdo) e a duracdo do PIE também podem ser observadas entre as amostras de mosquitos de
diferentes populagdes (Salazar et al., 2007). Esta variabilidade é fortemente influenciada por fatores
genéticos, devido a acdo de genes que controlam a competéncia vetorial (Severson et al., 2001; Black
et al., 2002) os quais podem determinam o sucesso da relagdo mosquito-patégeno especifico

(Beerntsen et al., 2000; Black et al., 2002; Lourenco-de-Oliveira et al., 2004).

A interacdo bioldgica virus-vetor é resultado de um processo de coevolugdo 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).

1.4.2. Mecanismos de defesa contra o dengue

A permissividade do vetor a um dado patégeno humano e, consequentemente, a
disseminacdo de uma doenca é amplamente dependente da compatibilidade das interacGes
celulares e moleculares entre os dois organismos e da habilidade do sistema imune do inseto em
reconhecer e eliminar o patdgeno (Sinden, 2002; Christophides, 2004). Para lidar com o risco de
infeccdo causada pela exposi¢do aos mais diversos micrdbios, os insetos desenvolveram um sistema
imune composto de uma variedade de mecanismos de defesa funcionando em sinergia. Embora
menos complexo que a imunidade adaptativa dos vertebrados, devido a auséncia de anticorpos e
memoria do tipo linfécitos B, o sistema imune dos insetos é rapidamente ativado apds uma infecgdo
e apresenta, inclusive, certo grau de especificidade a diferentes classes de micrdbios (Dimopoulos,

2003).

As respostas imunes dos insetos envolvem mecanismos de defesas celulares e humorais, que
sdo desencadeados pelos receptores de reconhecimento de padrdo (PRR, pattern recognition

receptor), capazes de se ligar especificamente a padrdes moleculares associados a patégenos (PAMP,
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pathogen-associated molecular patterns) (Medzhitov & Janeway Jr., 2002). Os PRRs podem mediar
diretamente a eliminacdo do micrébio através de fagocitose, ou indiretamente, através do
desencadeamento de cascatas de proteases serinicas, que subsequentemente acionam reagdes de
defesa como a encapsulacao melanética; ou a ativacao das vias imunes intracelulares, que regulam a
transcricdo de peptideos antimicrobianos (AMP, antimicrobial peptides) e outros genes efetores de

imunidade (Hoffmann et al., 1999; Hoffmann & Reichhart, 2002; Lemaitre & Hoffmann, 2007).

A disponibilizacdo da sequéncia do genoma do mosquito Ae. aegypti (Nene et al., 2007), em
combinacdo com metodologias de andlise de expressao génica de alta vazao e genética reversa, tem
gerado novas oportunidades para o estudo das respostas imunes deste mosquito contra diversos
patégenos (Xi et al., 2008; Souza-Neto et al., 2009; Zou & Souza-Neto et al., 2011). Estudos
envolvendo microarranjos de DNA revelaram que a infec¢do do mosquito com o DENV resulta em
uma ativagdo massiva de genes do sistema imune do inseto, incluindo fatores associados as vias Toll
e JAK-STAT (Xi et al., 2008). Além disso, ensaios funcionais de silenciamento génico mediado por
RNAi demonstraram que é possivel alterar a susceptibilidade do Ae. aegypti ao DENV através da
supressdo ou ativagdo ectdpica das vias Toll (Xi et al., 2008) e JAK-STAT (Souza-Neto et al., 2009),
sugerindo que estas vias desempenham um papel fundamental na defesa anti-DENV e influenciam

diretamente a competéncia vetorial do mosquito.

Em drosdfilas, as vias Toll e Imd regulam a imunidade sistémica contra bactérias e fungos.
Quando da infeccdo por bactérias gram-positivas ou fungos, a via Toll é ativada por dois sistemas
sensiveis a patdgenos. Primeiramente os receptores de reconhecimento fazem a deteccdo de
proteinas especificas dos patégenos e, em seguida, a atividade proteolitica que acompanha a invasado
microbiana da hemolinfa é detectada (Gottar et al., 2006; El Chamy et al., 2008). Ambos os processos
iniciam uma cascata de sinalizagdo extracelular que leva a clivagem do pro-Spatzle em uma citoquina
ativa que se liga ao receptor Toll na membrana. Subsequentemente, uma via de sinalizagdo

intracelular leva a translocacdo de fatores de transcricdo DIF (Dorsal-related immunity factor, em
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adultos) e Dorsal (em larvas e adultos) ao nucleo. Os fatores de transcricao (DIF e Dorsal) se ligam
aos elementos regulatérios em cys de resposta NF-kB, induzindo a expressdo de vdrios genes,
incluindo uma gama especifica de peptideos antimicrobianos (AMPs), como Drosomycina e

Defensina (Merkling & Van Rij, 2012).

Bactérias gram-negativas ativam a via Imd pela deteccdo de peptidoglicanos pelos receptores
PGRP-LC e PGRP-LE. Esses receptores acionam uma via intracelular e ativam outro fator (Relish). Uma
vez ativado, o dominio Rel do Relish é translocado ao nucleo e induz a transcricdao de outro conjunto

de genes imunes e AMPs, como Diptericina e Cecropina (Merkling & Van Rij, 2012).

Conjuntamente, as vias Toll e Imd induzem fatores que participam na eliminacdo de
micrébios, fagocitose (Lemaitre & Hoffmann, 2007), e outras cascatas através da secrecdo de AMPs,
que individualmente, apresentam concentragées e dinamicas diferentes (Bulet et al., 1999). Embora
as vias Toll e Imd ativem diferentes genes, a inducdo da expressdo de AMP é tradicionalmente usada
como caracterizagdo para ativacdo de Toll e Imd (De Gregorio et al., 2001; Irving et al., 2001; De

Gregorio et al., 2002; Boutros et al., 2002).

Uma terceira via conservada evolutivamente, Jak-Stat (Janus Kinase — Signal Transducers and
Activators of Transcription), foi originalmente estudada pelo seu papel no desenvolvimento da
Drosophila. Entretanto, recentemente foi demonstrado seu papel imune, antimicrobiano e antiviral,
através da ligacdo de uma citoquina (Upd) ao receptor Domeless. As Drosophilas codificam apenas
uma quinase Jak e um fator de transcricdo Stat (Stat92E), que dimeriza e transloca para o nucleo
para coordenar transcricdo de genes com os sitios de ligacdo Stat em suas regides promotoras

(Merkling & Van Rij, 2012) (Fig. 5).
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Figura 5. Vias imune em Drosophila. Via Toll: deteccdo de padroes moleculares associados a
patégenos (PAMPs) ou de sinal de perigo que ativa uma cascata proteolitica que cliva o precursor
da citocina Spatzle. Esta se liga ao receptor Toll da membrana, induz sua dimerizacao e leva a
ligacdo de proteinas que fazem a fosforilagao do cactus. Os fatores de imunidade sdo levados ao
nucleo, induzindo transcricio de genes imunes e peptideos antimicrobianos. Via Imd: ligagao de
peptideoglicanos de bactérias gram- a seus receptores que recrutam moléculas da Imd, o que leva
a ativa¢ao proteica ativando proteinas quinases responsaveis pela fosforilagio de Relish. Os
subprodutos destas reagdes sdo levados ao nucleo, induzindo transcricio de genes imunes. Via
JAK-STAT: apds a infecgdo viral a via é ativada pela ligagdao de uma citocina ao receptor domeless.
Apo6s uma sequéncia de ligacoes e fosforilagcdes a Stat92E fosforilada e dimerizada é translocada ao
ntcleo e induz transcrigao de genes que contém sitios de ligagao em seus promotores como o RNA-

1 induzido por virus (Merkling & van Rij, 2013).
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O estudo das respostas transcricionais (Xi et al., 2008; Souza-Neto et al., 2009; Bonizzoni et
al., 2012), assim como de QTLs (Bosio et al., 2000; Gomez-Machorro et al.; 2004; Bennett et al.,
2005) tem facilitado a elucidacdo dos fatores genéticos relacionados a competéncia vetorial do Ae.
aegypti ao DENV, explicando, em parte, a grande variacdo na susceptibilidade de diferentes
populacdes do mosquito ao virus. No entanto, a grande variabilidade da carga viral entre mosquitos
de uma mesma populagdo (geneticamente semelhantes) indica que fatores ambientais, como por

exemplo, a microbiota intestinal também exerca um papel importante na regulacdo deste fendbmeno.

Os mosquitos, assim como os demais insetos, tém seu intestino-médio colonizado por uma
microbiota simbionte que é necessaria para o seu desenvolvimento (Dillon & Dillon, 2004), e para o
funcionamento de diversos processos fisioldgicos como digestdo, nutricdo, reproducdo (Gaio et al.,
2011), maturacdo do sistema imune (Weiss et al.,, 2011), bem como prote¢do contra patégenos
(Hurst & Hutchence, 2010). Neste sentido, a influéncia que tais relacGes exercem sobre os insetos é
uma forte justificativa para investigacdes do uso da microbiota para o controle das doencas

transmitidas por vetores (Cirimotich et al., 2011).

Estudos recentes indicam que a microbiota intestinal é um fator determinante na
competéncia vetorial dos mosquitos. A remogao destes micrébios do intestino dos mosquitos vetores
através de um tratamento com antibidticos resulta em niveis mais altos de infeccdo por Plasmodium
falciparum em Anopheles gambiae e DENV em Ae. aegypti (Xi et al., 2008; Dong et al., 2009),
sugerindo que tais bactérias protegem os insetos contra infec¢Ges por virus e protozodarios. Embora
este mecanismo seja pouco conhecido, a hipdtese mais aceita é a de que a microbiota promova uma
estimulacdo basal do sistema imune dos mosquitos, o que resulta em um aumento na producao de
moléculas efetoras que defendem os insetos contra infecgdes com patdgenos humanos como o P.

falciparum e o DENV (Cirimotich et al., 2011).

Além da evidente agdo indireta, através da ativacdo do sistema imune do mosquito, as

bactérias podem apresentar diversos mecanismos de a¢do direta contra o patdgeno. A lise de
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tripanosomas (Castro et al., 2007) e leishmanias (Moraes et al., 2008) pela bactéria Serraria sp.,
isolada de triatomineos, foi observada apds a formacdo de biofilme na superficie dos parasitas. Além
disso, uma bactéria do género Enterobacter com potencial anti-Plasmodium spp. foi isolada do
intestino-médio de anofelinos selvagens capturados na Zambia. Esta cepa de bactéria produz
espécies reativas de oxigénio que matam o Plasmodium no intestino do mosquito, tornando os
mosquitos refratarios ao parasita (Cirimotich et al., 2011). Além disso, um estudo recente
demonstrou que a incubag¢do do virus La Crosse (familia Bunyaviridae) com bactérias isoladas de
mosquitos Ae. albopictus coletados na natureza causa uma reduc¢do na capacidade infectiva do virus
em experimentos in vitro, na auséncia de fatores do vetor (Joyce et al., 2011). Isso sugere que as
bactérias podem interferir diretamente nos processos de reconhecimento, internalizacdo e/ou
replicacdo viral. Também foi demonstrado que um isolado de Chromobacterium sp. exerce fungdo
anti-plasmodium e anti-dengue quando cultivada em biofilmes. Como este tipo de bactéria coloniza o
intestino de mosquitos, ela pode bloquear a infeccdo por DENV, além de poder servir como agente
de biocontrole uma vez que possui atividade entomopatogénica contra mosquitos na fase larval e na

fase adulta (Ramirez et al., 2014).

Juntos, tais estudos ndo deixam duvida de que a microbiota intestinal, provavelmente em
sinergia com os fatores genéticos do vetor, influencia diretamente a susceptibilidade do mosquito ao
virus dengue. Desta forma, a caracterizacdo da microbiota intestinal em populacdo de mosquitos
com diferentes niveis de suscetibilidade ao DENV pode revelar informag¢des importantes de como a

flora microbiana atua neste processo.

1.5. Medidas de Controle

Apds a descoberta de que a dengue e a febre amarela eram transmitidas por mosquitos,
medidas de controle do vetor foram adotadas. Elas se baseavam principalmente no controle do vetor
no peridomicilio das residéncias, local onde ocorre a maioria das transmissGes. Estes métodos
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incluiam: reducdo dos locais de reproducdao do mosquito, melhoria no manejo dos residuos sélidos,
organizacao do ambiente urbano, maiores investimentos e efetividade nos programas de educagdo
da rede publica (Malavige et al., 2004). Analises laboratoriais também sdo indispensaveis para a
prevencao, pois o diagndstico correto e o tratamento imediato possuem um papel importante para a
salde da pessoa acometida pela dengue (Gubler, 1998b; Donalisio & Glasser, 2002). Também foram
usados por muito tempo varios inseticidas quimicos, como o diclorodifeniltricloroetano (DDT), o qual
quase erradicou o Ae. aegypti das Américas (Gubler, 2004). Entretanto o numero de casos de dengue
e dengue severa aumentou aproximadamente 500 vezes nas Ultimas décadas e continua progredindo

(Kyle & Harris, 2008; Brady et al.; 2012).

Com o desuso de algumas medidas de controle, somado a resisténcia do vetor aos inseticidas
nos ultimos anos, o Ae. aegypti se expandiu amplamente e estd presente em todas as areas tropicais
do globo terrestre (CDC, 2009). Em 2014, foram notificados aproximadamente 1,2 milhdes de casos
de dengue somente nas Américas, dos quais 16.044 progrediram para DS (WHO, 2014). Ha varias
explicagdes para o aumento na incidéncia de dengue e DS, principalmente em paises em
desenvolvimento. Destacam-se a expansdo populacional humana, urbaniza¢do nao controlada e as
mas condi¢des sanitdrias, falta de um controle efetivo do vetor, evolugdo do virus, mudancgas
climdticas e grandes deslocamentos populacionais (Igarashi, 1997; Gubler, 2004; Kyle & Harris, 2008;
Wilder-Smith & Gubler, 2008; WHO, 2014). Neste ano, somente no Brasil j4 foram notificados
224.101 casos de dengue, um aumento de 57% em relagdo ao ano anterior onde a regido Sudeste
apresenta o maior nimero de casos notificados em relagdo ao total do pais (145.020 casos; 64,7%)

(SVE, 2015).

Deve-se ressaltar, porém, que paises desenvolvidos ndo estdo livres das epidemias de
dengue. Em Singapura, por exemplo, programas de controle do vetor tém sido adotados desde 1970
e apesar de um declinio no nimero de casos da doenga nos primeiros 20 anos do programa, foi

relatado um aumento desde os anos 90 (Ooi, 2006).
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O desenvolvimento de uma vacina para combater globalmente a doenga tem se mostrado
um complexo desafio (Hatch et al., 2008). Foi demonstrado que a imunidade de um individuo apds a
infeccdo por um dos sorotipos DENV é duradoura (Ooi et al., 2006), entretanto, apds um curto
periodo (2-9 meses) o individuo se torna susceptivel a infeccdo pelos outros sorotipos de DENV
(Wearing & Rohani, 2006), sendo que a reinfeccdo com outro sorotipo é altamente correlacionada
com casos severos da doenca (Halstead et al., 1970; Thein et al., 1997; Guzman, 2005). Tem sido
postulado que esta severa reacao secundaria é decorrente de niveis subneutralizantes de anticorpos
especificos da infeccdo primdria, os quais se ligam ao virus da infeccdo secundaria criando
complexos, que sdo direcionados a fagdcitos mononucleares, alvo preferencial para infeccdo por
dengue (Kou et al., 2008). Foi descrito um modelo no qual se credita a severidade da doenca a
proporg¢do de fagdcitos infectados (Halstead, 1988). Estudos in vitro tém mostrado que a replicagdo
do DENV para maiores titulagdes em culturas de mondcitos humanos na presenca de niveis sub-
neutralizados de anticorpos DENV suportam esse modelo (Kou et al., 2008). Este modelo também foi
demonstrado em primatas, quando macacos rhesus foram infectados com qualquer um dos 4
sorotipos DENV e reinfectados com outro sorotipo diferente, o principal pico de viremia foi

significativamente maior que na infec¢do primaria (Halstead, 1988).

Dada a circulagdo de todos os sorotipos da DENV, a imunizagdo contra apenas um deles pode
ser mais perigosa que a ndao imunizacdo. Consequentemente, as pesquisas atuais sdo focadas no
desenvolvimento de vacinas tetravalentes, as quais podem imunizar contra os 4 sorotipos
simultaneamente. Entretanto, encontrar o correto balango de imundgenos para essa vacina tem sido
um grande desafio. Milhdes de délares tém sido gastos no desenvolvimento de vacinas; uma delas,
trivalente, gerou resultados positivos em estudos clinicos em adultos e criangas (Sanofi-Aventis,
2009). Entretanto, estudos mais recentes relatam que os resultados da fase 2 de uma vacina
tetravalente apresentaram apenas 30% de eficdcia para os DENVs-1, 3 e 4, ndo protegendo contra o
DENV-2, que é o principal sorotipo circulante na regido onde foram realizados os testes (Sabchareon

etal., 2012).
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No Brasil, o Instituto Butantan, érgdo da Secretaria de Estado da Saude de Sido Paulo, em
parceria com os Institutos Nacionais de Saude dos Estados Unidos (NIH - National Institutes of
Health) desenvolveu uma vacina (virus atenuados) contra a dengue. A vacina sera preventiva e
tetravalente, protegendo contra os quatro sorotipos do virus. Os testes realizados no Brasil
correspondem a fase Il do estudo (fase clinica), que esta dividida em duas partes e também conta com
a participacao do Instituto Central e Instituto da Crianga, ambos do HC da FMUSP, e do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (HCFMRP). O objetivo destes testes (fase Il),
segundo Alexander Precioso (diretor da Divisdo de Ensaios Clinicos e Farmacovigilancia do Instituto
Butantan), é demonstrar o perfil de seguranca da vacina, ou seja, identificar possiveis efeitos
adversos tanto no local de aplicagdo como os efeitos sistémicos, e verificar se ela é capaz de levar a
producdo do anticorpo (Padmanabhan, 2014; Felix, 2014). Outros estudos também buscam um
melhor entendimento de como os virus interagem com seus hospedeiros para que novas terapias

com antivirais especificos sejam desenvolvidos.

Com isso, atualmente o controle de transmissdo da dengue é restrita a eliminagdo do
mosquito vetor, sendo o uso de inseticidas quimicos que atuam no sistema nervoso do mosquito, o
método mais empregado. No entanto sua eficiéncia tem sido diminuida pelo aparecimento de
mecanismos de resisténcia no inseto para todas as classes de inseticidas empregados atualmente

(Braga et al., 2007; Moreira et al., 2012).

Uma vez que resisténcia aos inseticidas tenha sido detectada, o conhecimento sobre a
estruturacdo genética e a dindmica populacional do Ae. aegypti se torna de grande valia ja que
populagdes geneticamente distintas podem apresentar diferencas quanto a sua capacidade e
competéncia vetorial (Black et al., 2002; Lourengo-de-Oliveira et al., 2004). Estudos populacionais do
mosquito tem sido realizados pelo uso de ferramentas moleculares como RAPD (Random Amplified

Polymorphic DNA) (Williams et al., 1990; Paduan et al., 2006), microssatélites (Chambers et al.,
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2007), sequéncias de genes do DNA mitocondrial (Bosio et al., 2005; Paduan et al., 2008) e SNPs

(Polimorfismos de Unico Nucleotideo) (Paduan & Ribolla, 2009).

Com o surgimento de outras ferramentas, como o sequenciamento de nova geragdo (NGS),
novas estratégia vem sendo adotadas para desvendar os mecanismos envolvidos na susceptibilidade
do vetor aos patdgenos, tal como o estudo da expressdao génica global do mosquito Ae. aegypti.
Quando estes sdo infectados por arbovirus, seu transcriptoma e proteoma sofrem alteracbes. Por
isso, diversos estudos tém perfilado sua expressdo génica e respostas do sistema imune durante o
curso da infeccdo por flavivirus, na busca de identificar possiveis genes ou mutacdes envolvidos
neste fendtipo (Behura et al., 2011; Colpitts et al., 2011; Luplertlop et al., 2011; Zou et al., 2011;

Bonizzoni et al., 2012; Sim et al, 2013; Bonizzoni et al., 2013).

Além dos fatores genéticos, a caracterizacdo das interagbes entre microbiota-mosquito-
dengue oferecem uma nova oportunidade para o desenvolvimento de estratégias promissoras para o
controle da dengue. Por exemplo, a identificacdo de bactérias simbiontes nativas da microbiota
intestinal do mosquito pode facilitar a gera¢do de linhagens de mosquitos com uma elevada
prevaléncia da bactéria comensal com agdo inibitdria ao patégeno. Por outro lado, a identificagdo e
isolamento de moléculas de origem bacteriana com propriedades antivirais teria um grande apelo
farmacéutico para o tratamento da dengue. Para isso, sera de fundamental importancia examinar

detalhadamente a microbiota nativa e seu impacto natural na susceptibilidade do mosquito ao virus.

Desta forma, o conhecimento aprofundado sobre os fatores genéticos que controlam a
interacdo entre vetor e virus, em especial a competéncia vetorial/susceptibilidade de populacées
brasileiras do mosquito Ae. aegypti, é crucial, uma vez que populac¢des diferentes podem apresentar
diferengas quanto a sua capacidade e competéncia vetorial. Portanto, torna-se necessario obter
avancgos nas pesquisas envolvendo a interagao vetor-patégeno, no conhecimento dos mecanismos de
infeccdo no mosquito vetor, bem como, no entendimento dos elementos ambientais e genéticos que

conferem variados graus de competéncia vetorial a diferentes populagdes do mosquito vetor. Neste
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sentido, o estudo dos processos que governam a interagdo do virus com o mosquito vetor gerara

informacdes valiosas para o desenvolvimento de novas estratégias para o controle da dengue.
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2. Justificativa

Dentre as doencas transmitidas pelo Ae. aegypti, a dengue é a de maior relevancia no ambito
da saude publica. Cerca de dois bilhGes de pessoas vivem em dreas onde é possivel a sua
transmissdo. O impacto desta arbovirose sobre a populacdo humana é notado tanto pelos sintomas
que causa, como pela ocorréncia de ébitos. Como ndo existem vacinas nem tratamento especifico
disponivel a populagdo, a prevengdao e o controle da doenca ainda dependem completamente de

medidas profilaticas e da eliminacdo dos vetores.

No Brasil, ha relatos oficiais da circulagdo dos quatro sorotipos do DENV, fato que, somado a

alta densidade vetorial, favorece o surgimento de casos graves da doenca.

Desta forma, o conhecimento aprofundado sobre os fatores genéticos que controlam a
interacdo entre vetor e virus, em especial a competéncia vetorial/susceptibilidade de populacdes
brasileiras do mosquito Ae. aegypti é crucial, uma vez que popula¢ées distintas podem apresentar
diferencas quanto a sua capacidade e competéncia vetorial. Portanto, torna-se necessario obter
avangos nas pesquisas envolvendo a interagdo vetor-patdgeno, no conhecimento dos mecanismos de
infeccdo no mosquito vetor, bem como, no entendimento dos elementos ambientais e genéticos que
conferem variados graus de competéncia vetorial a diferentes populagdes do mosquito vetor. Neste
sentido, o estudo dos processos que governam a interagao do virus com o mosquito vetor gerara

informagdes valiosas para o desenvolvimento de novas estratégias para o controle da dengue.
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3. Objetivos
Avaliar comparativamente os fatores genéticos e microbianos possivelmente relacionados a

eventuais diferencas na susceptibilidade de popula¢des naturais do mosquito Ae. aegypti ao virus

dengue. Para tal, foram adotados os objetivos especificos a seguir:

1. Analise comparativa da susceptibilidade de populagdes naturais de Ae. aegypti de diferentes

localidades do Brasil a infecgdao por DENV-4.

2. Analisar as respostas transcricionais globais de populacdes naturais de Ae. aegypti com
diferentes niveis de susceptibilidade ao DENV-4, através do sequenciamento de nova geracao

(NGS).

3. Realizar estudo da diversidade microbiana de Ae. aegypti através do sequenciamento do gene

bacteriano 16S rRNA por sequenciamento NGS.
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4. Material e Métodos

4.1 Obteng¢do de mosquitos Aedes aegypti

No presente estudo foram utilizadas duas popula¢gdes de campo de Ae. aegypti.
Recebemos ovos das populagdes de Botucatu/SP e Nedpolis/SE em colaboragdo,
respectivamente, com a Secretaria de Vigilancia Epidemioldgica de Botucatu e com o Prof. Dr.
Silvio Santana Dolabella da UFS - Universidade Federal de Sergipe. As coletas foram realizadas
pelas equipes de cada uma das cidades selecionadas utilizando-se ovitrampas (Fig. 6) (Fay &

Eliason, 1966).

Figura 6. Esquema representativo de uma ovitrampa utilizada para captura de ovos do
mosquito Aedes aegypti. (Comunicagdo / Instituto Oswaldo Cruz, 2014).
4.2 Formagao de colOnias

No insetdrio do Departamento de Parasitologia (IBB, UNESP) cada linhagem foi
mantida até o estadio adulto em condi¢Bes controladas (temperatura de 26 + 1°C, umidade
relativa de 80% + 10% e fotoperiodo de 12h). Para a populagdo de Botucatu foi necessaria a
realizagdo de triagem dos mosquitos, pois recebemos os ovos em ovitrampas. A triagem
consiste em separar as pupas em copo plastico com agua e acondiciona-las individualmente
em gaiolas de triagem para a identificagdo individual dos insetos adultos emergidos. Com isso,
foram formadas colonias somente de Ae. aegypti, uma vez que ovos de Ae. albopictus também

29



Materiais e Métodos

poderiam estar na ovitrampa. Para a populacdo de Nedpolis este procedimento ndo foi
necessario, pois 0s mosquitos ja haviam sido triados por nossos colaboradores. Exemplares,
fémeas e machos de Ae. aegypti destas populacdes foram transferidos para a gaiola de
formacao da col6nia. Por fim, formamos col6nias da geracao F, para as duas populacdes. Cada
colbnia foi mantida com alimentagdo energética constante (solucdo sacarose 10%, disposta em
flaconetes de algod3ao) e repasto sanguineo (camundongo imobilizado) a cada trés dias. Em
cada gaiola ficou disponivel um sitio para postura dos ovos (copo pldstico contendo agua,
revestido de papel filtro para fixacdo dos ovos). Os papéis filtro contendo ovos foram
coletados e secos a temperatura ambiente (T.A.). Parte dos ovos postos (geracdo F,) foi
enviada ao Centro de Pesquisas René Rachou/Fiocruz Minas Gerais para realizagdo dos ensaios
de infeccdo e o restante foi armazenado nas mesmas condi¢des de temperatura e umidade das

colonias para manté-los vidveis para posterior utilizacdo em outros experimentos.

4.3 Caracterizacao da susceptibilidade do Ae. aegypti ao DENV

4.3.1 Ensaios de infecgdo com DENV

Todos os procedimentos de multiplicagdo viral, titulagdo e infec¢do oral dos mosquitos
foram realizados em parceria com a equipe do professor Dr. Jodo Tindade Marques da
Universidade Federal de Minas Gerais e em colaboragdao com o grupo do Pesquisador Dr.
Luciano Andrade Moreira do Centro de Pesquisas René Rachou/Fiocruz Minas Gerais, onde as
etapas de infeccdo e manutencdo dos mosquitos infectados foram realizadas dentro das

normas internacionais de biosseguranca e bioprotecao.

4.3.2 Cepa Viral
A cepa viral utilizada nestes experimentos foi a DENV-4, isolada em 1981 na cidade de

Boa Vista-RR, gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Jodo Trindade Marques (IBC/UFMG).
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4.3.3 Multiplicagao Viral

Para a multiplicacdo foram empregadas garrafas de cultura de células C6/36, contendo
3x10° células/mL, em meio L-15 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). Apds a
formacdo da confluéncia da monocamada de células (90-95%), o meio de cultura foi retirado e
1 mL de solugdo contendo meio L-15 sem soro e os virus na multiplicidade de infec¢do (M.O.l.)
de 10™ foram inoculados. Apés 1 hora (periodo de adsorcdo), foram adicionados as garrafas 4
mL de meio L-15 suplementado com 2% SFB. As células foram colocadas em estufa B.O.D. a
28°C e observadas diariamente por 5 dias para a avaliar o efeito citopatico. Apds este periodo
o sobrenadante foi coletado e centrifugado a 2.000 xg por 10 minutos a 4°C e armazenado a -

70°C.

4.3.4 Titulagao Viral

Para determinar o titulo dos virus, foram utilizadas placas de 6 cdmaras com meio
DMEM e 5% de SFB, contendo células BHK-21 (5x105 células/camara). Na monocamada de
células confluentes foram inoculados 400 uL de uma série de dilui¢des contendo o virus, sendo
utilizada como controle uma camara com células ndo infectadas. Apds a incubacgdo, o meio foi
desprezado e as células lavadas com PBS. Em seguida, foi adicionado o meio DMEM contendo
1,5% de carboximetilcelulose e as placas incubadas a 37°C por 5 dias em estufa com 5% de
CO,. O numero de placas de lise foi contado apds coloragdo com solugdo de 1% de cristal
violeta em PBS 1X para a determinagdo do titulo viral por unidade formadora de placa

(PFU/mL).

4.3.5 Infecgao oral

O procedimento de infeccdo foi realizado de acordo com Moreira e colaboradores
(2009), sendo a alimentacdo com sangue realizada utilizando fémeas adultas de Ae. aegypti
com 3 a 5 dias da emergéncia da pupa. Um total de 120 fémeas de mosquitos de cada

populagdo, cuja alimentagdo com solu¢do de sacarose 10% foi retirada 24 horas antes da
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infeccdo oral, foram alimentadas por aproximadamente 60 minutos com uma mistura de
suspensdo de virus em células C6/36 e sangue humano (hemacias lavadas e o estoque de virus
(1:1) com adi¢cdo de 10% de concentragdo final de soro humano inativado). O titulo viral
(PFU/mL) utilizado em nosso experimento foi 1x10’. Esta mistura foi mantida a 37°C em um

alimentador artificial (Fig. 7).

Apds a alimentacdo sanguinea, os mosquitos foram anestesiados com CO, para
separacdo das fémeas ingurgitadas, as quais foram mantidas a 28°C com umidade de 70-80%,

e alimentadas com solugdo de sacarose 10%.

Figura 7. Exemplo de alimentador artificial para alimenta¢dao sanguinea de fémeas de Ae.
aegypti. Retirado de http://vosshall.rockefeller.edu/research.

4.3.6 Processamento de mosquitos

Todos os mosquitos ingurgitados das duas populacdes foram coletados no quarto dia
apos alimentacgdo (dpa) com DENV-4, e estocados individualmente em microtubos de 1,5 mL
com tampa de rosca contendo duas microesferas de vidro (2 mm) e 200 pL de TRIlzol
(Invitrogen), os quais foram homogeneizados em agitador Mini-BeadBeater-16 (Biospec) e

armazenados a -80°C até o momento do isolamento do RNA total.

32



Materiais e Métodos

4.3.7 Isolamento de RNA total

Apds homogeneizacdo dos mosquitos macerados em reagente TRIzol e incubacdo em
temperatura ambiente por 10 minutos, foi adicionado ao microtubo 40 uL de cloroférmio. A
mistura foi novamente homogeneizada e incubada em T.A. por 10 minutos e centrifugada a
13.200 rpm (rotagdes por minuto) por 15 minutos a 4°C. A parte aquosa foi transferida para
um novo microtubo e neste foi adicionado 100 uL de isopropanol gelado e incubado em T.A.
por 10 minutos. Na sequéncia, o microtubo foi novamente centrifugado a 13.200 rpm por 10
minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado com cuidado para ndo descartar o sedimento
de RNA. O sedimento foi lavado com 200 uL de etanol 75% e, depois de centrifugado por 5
minutos a 10.000 rpm a 4°C, o etanol foi descartado e o microtubo deixado aberto para
secagem do sedimento. O RNA foi homogeneizado em 20 puL de d4gua livre de RNAses e

estocado em freezer -80°C até a sua utilizagao.

4.3.8 Quantificacdo RNA total
A quantificacdo das amostras de RNA foi realizada em espectrofotémetro NanoDrop
2000c (Thermo Scientific). A concentracdo foi mensurada em ng/uL, sendo convertida em

pg/uL para ser utilizada na preparacdo do cDNA de cada amostra.

4.3.9 Tratamento com DNase

Em microtubos de 0,2 mL foram adicionados: 1 ug do RNA total, 1 pL de tampdo de
reacdo 10X para DNase e 1 uL de DNase e colocados a 37°C. Apds 30 minutos de incubacao,
adicionou-se 1 pL de EDTA 25 mM, e em seguida o tubo foi mantido a 65°C por 10 minutos e

imediatamente resfriado em gelo.

4.3.10 Sintese de cDNA
A sintese de cDNA foi realizada utilizando o kit RevertAid Fisrt Strand cDNA Synthesis
(Thermo Scientific). As reagbes foram preparadas com os mosquitos individuais ingurgitados

provenientes dos ensaios de infecgdo, seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante
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contendo: 1 pug de RNA total tratado com DNase, 1 uL de random primer, 4 ul do tampao 5X, 1
uL de RiboLock RNase Inhibitor (20 U/uL), 2 uL de dNTP mix (10 mM), 1 uL de RevertAid M-
MulLV RT (200 U/uL) e H,O para completar o volume final de 20 uL. A ciclagem aplicada para a
sintese do cDNA foi uma incubacgdo a 25°C por 5 minutos seguida de uma incubacgao a 42°C por
60 minutos e uma incubacao final a 70°C por 5 minutos. Apds a sintese do cDNA, as amostras
foram armazenadas a -80°C até o momento do uso para quantificacdo viral e andlise de

expressao génica.

4.3.11 Quantificacao relativa de DENV-4 por PCR quantitativo em tempo real (qRT-PCR)

Para a quantificacdo relativa da carga viral empregamos a técnica de gRT-PCR
utilizando o equipamento StepOne PLus™ Real Time PCR System (Applied Biossystems), no
gual um par de iniciadores foi desenhado para amplificar parte da regido 5’UTR do DENV-4 e
outro para amplificar parte da proteina ribossomal (Rp49/L32) (gene constitutivo de Aedes

aegypti) utilizada como controle endégeno (Tabela 1).

Tabela 1. Sequéncias de iniciadores utilizados para quantificagao viral.

Iniciadores (5'-3')

Produto génico Sense Antisense Referéncia
DSI|E TIJ\'I{;: TCGGAAGCTTGCTTAACACA TTCGTTGGTTCATTTTTCCAG e
Proteina

Ribossomal Bonizzoni et al.,
(Rp49/132) ACAAGCTTGCCCCCAACT CCGTAACCGATGTTTGGC 5011
AAEL003396

* Sequéncias de iniciadores cedidas pela equipe do Prof. Dr. Jodo Trindade Marques da Universidade
Federal de Minas Gerais.

As reacbes foram realizadas utilizando 7,5 uL de Master Mix (2X) do kit comercial
Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo Scientific), 0,75 L de cada iniciador (0,5 uM), 1

pL de cDNA e H,0 para completar o volume final de 15 pL. Os ciclos de amplificagdo seguiram
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o programa padrdo: 95°C por 10 minutos, 40 ciclos com 95°C por 15 segundos e 60°C por 30

segundos, acrescido do passo do calculo da temperatura de melting (T,,).

Para a andlise dos dados aplicamos o método 2" (Livak & Schmittgen, 2001)
utilizando o gene constitutivo Rp49/L32 como normalizador. Para comparacdo da expressdo de
DENV-4 entre as populagdes do estudo utilizamos o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney

com indicativo de significancia estatistica os valores de p<0.05.

4.4 Andlise da expressao génica global de mosquitos Ae. aegypti em resposta ao DENV

4.4.1. Sequenciamento de nova geracdo de RNA total (RNA-seq)
Utilizamos o sequenciamento de RNA total pela técnica de RNA-seq em plataforma
HiScan™SQ (Illumina) para analisar a expressao génica diferencial entre as amostras do estudo

submetidas a infeccdo por DENV-4.

4.4.2 Amostras do estudo

O RNA total foi extraido com TRIzol (Invitrogen Life Technologies) conforme descrito
no item 4.3.7. Cada amostra foi formada por um pool de 10 mosquitos, todos alimentados com
suspensdo de virus em células C6/36 e sangue humano, onde o RNA dos mosquitos individuais
foram combinados em igual concentracdo para o preparo de bibliotecas paired-end,
totalizando 5 pools como descrito na Tabela 2. O critério utilizado para a formacao dos pools
foi a infectividade dos mosquitos individuais, os quais foram divididos em grupos (pools) de
mosquitos ingurgitados-positivos e ingurgitados-negativos para DENV-4, determinados através
da quantificagdo por qPCR. Os pools das amostras ingurgitadas-positivas foram selecionados
pelo menor valor de threshold cycle (C;) na quantificagdo por gPCR para DENV-4, enquanto
para os pools das amostras ingurgitadas-negativas foram selecionadas amostras com C; acima
de 34, (pois a partir deste valor de C; as amostras eram consideradas negativas para DENV-4)

para ambas as populacdes do estudo. Depois de quantificados em NanoDrop® 2000c (Thermo
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Scientific), os pools foram enviados ao Laboratério Multiusuario Centralizado para
Sequenciamento de DNA em Larga Escala e Analise de Expressdao Génica da UNESP de
Jaboticabal/SP, onde foram realizadas as demais etapas de processamento das amostras e

sequenciamento utilizando a plataforma HiScan™SQ (Illumina).

Tabela 2. Caracterizagao dos pools de mosquitos utilizados na plataforma HiScan™SQ

(lllumina).
Identificagdo da amostra Populagao No. de amostras/pool
BTU+ Botucatu/SP 10
BTU- (rep.b1) Botucatu/SP 10
BTU- (rep.b2) Botucatu/SP 10
NEO+ Nedpolis/SE 10
NEO- Nedpolis/SE 10

BTU: Ae. aegypti da populagdo coletada na cidade de Botucatu-SP; BTU- (rep.b1): Réplica bioldgica 1 da
populagdo de Botucatu-SP; BTU- (rep.b2): Réplica bioldgica 2 da populacdo de Botucatu-SP; NEO: Ae.
aegypti coletados na cidade de Nedpolis-SE; (+): amostras positivas para DENV-4; (-): amostras negativas
para DENV-4.

4.4.3 Preparo das bibliotecas
Para o preparo das bibliotecas foi utilizado o kit TruSeq Stranded Total RNA Sample
Preparation de acordo com instrucées do fabricante (lllumina), sendo as etapas descritas

brevemente abaixo.

4.4.3.1 Quantificacao

Antes de iniciarmos o processo de preparo das bibliotecas e a sintese de cDNA, os
pools de RNA foram analisados quantitativamente e qualitativamente por NanoDrop® 2000c
(Thermo Scientific), Qubit® (Life Technologies), e Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies). Este
passo é importante para determinar a quantidade de RNA total inicial para sintese de cDNA
que deve estar entre 0,1-1 pg, bem como para verificar a qualidade de cada pool, através do

valor de RIN (RNA Integrity Number) (Schroeder et al., 2006).
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4.4.3.2 Purificagao e Fragmentagao

O primeiro passo para o preparo das bibliotecas envolve a remocao do RNA ribossomal
(rRNA), e fragmentagdo das amostras através do kit Ribo-Zero rRNA (lllumina) seguindo
instrugcdes do fabricante. Para a remog¢dao do rRNA foram utilizados inicidores biotinilados
especificos combinados com esferas magnéticas. Apds a remocao do rRNA, o RNA purificado
foi fragmentado em pequenos pedacos utilizando cations bivalentes sob alta temperatura, isto
resultou em bibliotecas com fragmentos variando de 120-200 pares de base (pb), com um

tamanho médio de 150 pb.

4.4.3.3 Sintese de cDNA

Os fragmentos de RNA clivados foram utilizados para a sintese da primeira fita de
cDNA utilizando transcriptase reversa e iniciadores randémicos. Neste processo ha também a
adicdo de actinomicina D (First Stand Synthesis Act D mix - FSA), que impede a sintese de
cadeia DNA-dependente, permitindo a sintese somente de cadeia RNA-dependente,
melhorando a especificidade da amplificacdo.

Em seguida foi realizada a sintese da segunda fita de cDNA utilizando uma DNA
polimerase | e RNase H. Este processo remove o RNA molde e sintetiza uma cadeia de
substituicdo, incorporando dUTP no lugar de dTTP para gerar ds cDNA. A incorporagdo de
dUTP destréi a segunda cadeia durante a amplificagao, pois a polimerase ndo incorpora apds
este nucleotideo. Esferas magnéticas AMPure XP foram utilizadas para separar o ds cDNA a
partir da reacdo da segunda fita. No final deste processo obtivemos cDNA blunt-ended (DNA

sem pontas sobressalentes).

4.4.3.4 Adenilagdo, Ligacao e Enriquecimento
Para dar prosseguimento ao preparo das bibliotecas foi realizada a adenila¢do (adigcdo
de uma Unica adenina "A") das extremidades 3' dos fragmentos blunt-ended para impedir a

ligacdo um ao outro durante a reac¢do de ligagcao dos adaptadores. Assim um nucleotideo 'T' na
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extremidade 3', correspondente Unico do adaptador, fornece uma saliéncia complementar
para a ligacdo do adaptador ao fragmento. Essa estratégia garante uma baixa taxa de
formacdo de quimera (modelo concatenado).

Com os fragmentos adenilados, foi realizada a ligacdo dos adaptadores de indexacdo
nas extremidades dos ds cDNA, preparando-os para a hibridizacao na flow cell.

O enriquecimento dos fragmentos foi realizado por PCR, utilizando PCR primer cocktail,
que anelam com as extremidades dos adaptadores, enriquecendo seletivamente fragmentos
qgue possuem moléculas adaptadoras ligadas em ambas as extremidades, amplificando assim a
biblioteca de DNA. Fragmentos com apenas um ou sem adaptadores nas suas extremidades
sdo subprodutos da reacdo de ligacdo. Nenhum destes fragmentos pode ser utilizado para
formar clusters. Fragmentos sem quaisquer adaptadores, ndo podem hibridar com iniciadores
ligados a superficie da flow cell. Os fragmentos com um adaptador em apenas uma
extremidade pode hibridizar aos iniciadores ligados a superficie da flow cell, mas ndo podem

formar clusters.

4.4.3.5 Validagao, Quantificagao e Normalizagao
Ap0ds a confecgdo das bibliotecas foi realizada a validacdo das mesmas pelo Bioanalyzer
2100 (Agilent Technologies). A validagdo consiste na afericdo da qualidade e na quantidade de

DNA.

Para obtencdo de dados com alta qualidade é importante criar uma densidade de
clusters 6timos através de cada ciclo da flow cell. Otimizar as densidades de clusters requer
uma quantificacdo precisa dos templates da biblioteca de DNA. Para isso foi realizada a
quantificacdo das bibliotecas por qPCR utilizando o kit de quantificacdo Kapa (Kapa Biosystem)
para determinar a concentracdo equimolar de cada biblioteca de acordo com instru¢des do

fabricante.
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As bibliotecas de DNA indexados foram normalizadas a 10 nM e depois agrupadas
(pool) em volumes iguais na placa para subsequente utilizagdo no sequenciamento paired-end

2x100 bases em equipamento HiScan™SQ (lllumina).

4.4.4 Sequenciamento (RNA-seq)

O sequenciamento foi realizado em equipamento HiScan™SQ (lllumina) aplicando uma
corrida de 200 ciclos com durag¢do de aproximadamente 8 dias. O resultado foi enviado pelo
Laboratério Multiusuario Centralizado para Sequenciamento de DNA em Larga Escala e Analise
de Expressdo Génica da UNESP de Jaboticabal/SP através do BaseSpace (ambiente
computacional em nuvem (cloud computing environment) da Illumina, que projeta dados de
sequenciamento de nova geracdo, onde é possivel armazenar, analisar e compartilhar dados

genéticos) em arquivo formato FASTQ, o qual foi utilizado na analise dos dados.

4.4.5 Anadlise de dados de RNA-seq

A andlise dos dados foi realizada na plataforma CLC Genomics Workbench versao 7.5
(http://www.clcbio.com) (Qiagen). Brevemente, as tags foram mapeadas utilizando-se como
referéncia a anotagdo genOmica da cepa Liverpool do Ae. aegypti (versio Aaegll.3,
02/04/2012), impondo-se o tamanho do fragmento em 20 nucleotideos. Foi assumido que o
nivel de acimulo dos RNAs poli-adenilados reflete as mudangas na atividade transcricional do
gene correspondente e estimados em termos de reads per kilobase per million mapped reads
(RPKM) (Mortazavi et al., 2008). A expressdo diferencial de genes entre as diferentes
condicOes testadas foi determinada pelos testes de propor¢des com o valor p de 0,05 e false
discovery rate (FDR) de 0,1% (Benjamini & Hochberg, 1995). A descricdo da fungdo das
sequéncias dos transcritos foi baseada no banco de dados de Xi e colaboradores (2008). As
andlises de clusterizacdo hierdrquica foram realizadas e os diagramas analizados

respectivamente nos softwares Cluster 3.0 e Java Treeview.
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4.5 Estudo da diversidade microbiana através do gene ribossomal 16S (16S rRNA)

4.5.1 Insetos do estudo
Neste estudo utilizamos pools formados pelas mesmas amostras enviadas para o
sequenciamento do RNA total como descrito na Tabela 2, porém neste caso foram utilizados

pools de cDNA, como descrito no item 4.3.10.

4.5.2 Amplificagdo do gene 16S rRNA para sequenciamento NGS lllumina

Todos os ensaios para a amplificacdo do gene 16S rRNA de bactéria dos pools de
mosquito foram realizados em triplicata, de acordo com Caporaso e colaboradores (2012).
Cada reagdo continha 1 pL de cDNA molde (diluido 100x), 2,5 uL de tampdo de reacgdo 10X Tag
Platinum (200 mM Tris-HCI pH 8,4, 500 mM KCI) (Invitrogen Life Technologies), 1,5 mM de
MgCl,, 0,28 mM de dNTPs (GE Healthcare), 2 U de Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen
Life Technologies), 1 puL de cada iniciador sense e antisense (posicbes 515-806 da regido
variavel V4 16S rRNA,) numa concentracgdo final de 0,4 uM e H,0 para completar um volume

final de 25 pL.

O iniciador sense utilizado para a amplificacdo foi comum para todos os pools de
mosquitos enquanto o iniciador antisense foi diferente para cada pool de amostra. Este
apresenta uma sequéncia adaptadora complementar de pareamento 3' com as sequéncias
contidas na plataforma Illumina, uma sequéncia estabilizadora, uma sequéncia especifica para
pareamento com o gene 16S rRNA, e uma sequéncia cddigo de barra (index) que varia de um

iniciador antisense para outro (Tabela 3).

Todas as reagdes foram realizadas em termociclador Mastercycler Nexus GX2
(Eppendorf) nas seguintes condicbes: 1 ciclo inicial de 95°C por 5 minutos (desnaturacao),
seguidos por 35 ciclos de 95°C por 45 segundos, 52°C por 45 segundos (anelamento), 72°C por

1 minuto (extensdo), e um ciclo de extenséo final a 72°C por 7 minutos.
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Quatro microlitros do produto de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 2%, corado com GelRed 0,5 pg/mL segundo recomendacéo do fabricante (Biotium). Os
fragmentos amplificados foram comparados com o DNA Ladder GeneRuler 1Kb Plus
(Invitrogen). O restante dos produtos de PCR foi utilizado para o sequenciamento na

plataforma lllumina.
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Tabela 3. Sequéncias de iniciadores utilizados para o estudo da diversidade microbiana de Ae. aegypti para a plataforma Illumina.

Amostras Adaptador Index Estabilizadores Especifica 16S rRNA

Sequéncia do iniciador sense

Todas ¥ AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC TATGGTAATT GT GTGCCAGCMGCCGCGGTAA®

Sequencia dos iniciadores antisense

BTU+ ¥ CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT CCACAGATCGAT AGTCAGTCAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT®
BTU- (rep.b1) ¥ CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT TATCGACACAAG AGTCAGTCAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT®
BTU- (rep.b2) ¥ CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT GATTCCGGCTCA AGTCAGTCAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT®
NEO+ ¥ CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT CGTAATTGCCGC AGTCAGTCAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT®
NEO- ¥ CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT GGTGACTAGTTC AGTCAGTCAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT®
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4.5.3 Purificagdo do DNA

Para a purificacdo dos produtos amplificados, as triplicatas de cada amostra foram
misturadas em pocos individuais em placa de PCR de 96 pogos e entdo purificadas utilizando
microesferas magnéticas (AMPureXPgenecourt). A cada amostra foi adicionado um volume de
microesferas de 1,8X a quantidade de produto de PCR (volume total), e entdo homogeneizada
e incubada a T.A. por 5 minutos. A placa contendo a amostra juntamente com as microesferas
foi colocada em um suporte magnético Ambion RNA (Life Technologies) e incubada por 3
minutos a T.A. Ainda no suporte magnético todo o liquido foi pipetado e descartado.
Posteriormente, a cada poco foi adicionado 200 uL de etanol 70%, incubado por 30 segundos a
T.A. e em seguida o sobrenadante foi descartado (este passo foi repetido 2 vezes). Apds este
passo a placa foi retirada do suporte magnético e a cada poco foi adicionado 42 uL de TE (10
mM Tris, 1 mM EDTA) sobre o pellet de microesferas para liberar o DNA. A placa foi colocada
novamente no suporte magnético e incubada por 1 minuto. Ao final, 40 uL da solucdo de DNA

eluido foi transferido para um novo tubo.

4.5.4 Quantificacao do DNA

A quantificacdo do DNA foi realizada em equipamento StepOnePlus Real-Time PCR
(Applied Biosystems), utilizando-se o kit KAPA Library Quantification (KapaBiosystems). Seis
padrdes (dsDNA) foram aplicados em placa de 96 pogos, em triplicata, para a formagdo de uma
curva de referéncia (20 pM, 2 pM, 0,2 pM, 0,02 pM, 0,002 pM, 0,0002 pM), que delimita os
valores esperados da quantificacdo. As amostras amplificadas e purificadas foram diluidas em
série (1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:8000) em tampao de dilui¢do (solugdo Tris-HCI (10 mM) pH 8,0
+ Tween 20 (0,05%)). Estas foram distribuidas em triplicatas em pogos individuais contendo 4,0
puL do DNA diluido, 12 pL de master mix Kapa, 0,4 uL de rox high e H,0 para completar um
volume final de 20 uL. Como controle negativo, foi adicionado apenas mix da solu¢do e H,0. Os
ciclos de amplificagdo seguiram as seguintes condi¢ées: 95°C por 5 minutos, 35 ciclos com 95°C

por 30 segundos e 60°C por 45 segundos.
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4.5.5 Sequenciamento 16S rRNA por NGS lllumina

Apds a quantificacdo, as amostras foram diluidas para concentrac¢ao de 2,0 nM, como
recomendado pelo fabricante. Com todas as amostras na mesma concentra¢do, o DNA hibrida
corretamente as sondas do sequenciador e os clusters de leitura identificam precisamente as

bases nucleotidicas das amostras.

Para a montagem do cartucho (Nano flow cell) de sequenciamento, todas as amostras
foram agrupadas em um Unico pool (5,0 uL de cada amostra com concentracdo de 2,0 nM) e
um controle positivo (amostra que ja havia sido testada anteriormente). Apds homogeneizar a
mistura, 5 pL deste pool de amostras foi misturado a 5 puL de uma solucdgo NaOH (0,2N),
seguida de uma incubacdo a T.A. por 5 min. Apds este passo, adicionamos 990 uL da solugdo
tampdo Hyb (Miseq Reagent Nano Kit v2, lllumina), responsavel pela denaturacdo do DNA,
formando uma biblioteca de DNA a 10 pM. Trés iniciadores (sense (3,4 uL), Index Sequence (3,4
uL) e antisense (3,4 uL)) foram adicionados em um pogo do cartucho lllumina e 600 plL da

biblioteca de DNA foi adicionada a um compartimento diferente.

Antes de iniciar o sequenciamento unidirecional no equipamento MiSeq Personal
Sequencer (lllumina) do Departamento de Genética/IBB/Botucatu, foi anexada uma planilha
(Sample Sheet) com as seguintes informacdes: identificacdo do lote do cartucho, amostras e os
iniciadores antisense utilizados. Dessa forma, o programa lllumina Experiment Manager é

orientado a associar cada read identificada com sua amostra correspondente.

4.5.6 Processamento de dados - 16S rRNA e analise estatistica

Os dados obtidos pelo sequenciamento foram processados no software Mothur
(Schloss et al., 2009). Os arquivos que continham as amostras forward e reserse foram
concatenados, gerando as sequéncias paired end, que foram alinhadas. As sequéncias obtidas
foram processadas sendo retiradas as que possuiam tamanho, bases ambiguas fora dos

padrées e que nao alinharam com a regido correta. A detecgdo de possiveis quimeras foi
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realizado de acordo com Edgar et al. (2011), sendo estas sequéncias também retiradas do
grupo a ser analisado. Apds alinhamento das sequéncias restantes com o banco de dados
SILVA (www.arb-silva.de) (Quast et al., 2013 ), sequéncias de cloroplastos, Archeae, Eucariotos

foram removidas.

As sequéncias foram classificadas em unidades taxonémicas operacionais (operational
taxon units, OTUs) comm niveis de similaridade minima de 97%. Foram feitas subamostras
com o intuito de normalizar o nimero de sequéncias usadas nas andlises subsequentes. A
cobertura foi calculada utilizando-se o método de Good (Good, 1953), a diversidade bacteriana
foi calculada pelo inverso do indice de Simpson (Magurran, 2004) e do coeficiente de Chao

(Chao, 1984).

A comparacdo da populacdo microbiana dos das diferente populacdes foi feita pelo
método da Parsimoénia e de componentes principais (PCA). Também foi realizada a anadlise de

variancia molecular (AMOVA) para comparar os grupos.
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5. Resultados

5.1 Caracterizagao da susceptibilidade do Ae. aegypti ao DENV

5.1.1 Infecgdo oral de mosquitos - Avaliagdo das amostras

Dos 240 mosquitos alimentados (120 de cada populagdo) conforme o item 4.3.5, foram
separadas somente as fémeas ingurgitadas, sendo 43 mosquitos de Botucatu-SP e 60 de Nedpolis-SE.
Quatro dias pds-alimentacdo, o RNA total foi extraido de mosquitos individuais e inteiros pelo
método TRIzol e quantificado em NanoDrop 2000c (Thermo Scientific). Os valores desta
quantificacdo foram utilizados para analisar possiveis variacdes na concentracdo do RNA isolado (Fig.
8). Deste modo verificamos que este tipo de extragdo foi eficiente, pois a variagdo na concentragao

do RNA ndo foi estatisticamente significativa dentre as popula¢ées (t-Student, p>0.05).
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Figura 8. Box plot em que cada ponto representa a medida da quantificagdo do RNA total (ng/uL)
de mosquitos individuais das populages de Nedpolis-SE (NEO) e Botucatu-SP (BTU).

Para verificarmos a qualidade do RNA apds a sintese de cDNA, analisamos as variagoes nos
Crs do CE Rp49/132 para cada amostra (Fig. 9). Observou-se discreta variacdo dos Cr,, com uma média

de C; 18 nas duas populagdes, indicativo de boa qualidade do RNA isolado.
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Figura 9. Box plot em que cada circulo representa a medida do C; do CE Rp49/L32 de mosquitos
individuais das popula¢ées de Nedpolis-SE (NEO) e Botucatu-SP (BTU) obtida através de PCR em
tempo real.
5.1.2 Quantificagdo relativa - DENV-4

A quantificacdo relativa de DENV-4 foi realizada nas 103 amostras ingurgitadas. A populacao
de Neodpolis apresentou prevaléncia de mosquitos infectados por alimentagdo artificial (mosquitos
ingurgitados-infectados/mosquitos ingurgitados-ndo infectados) de 73%, enquanto para Botucatu foi
de 27% (Fig. 10A). Uma vez que o procedimento de alimentagdo e determinagdo da concentragdo
viral foi o mesmo entre as populagdes, fica clara a diferen¢a na prevaléncia de mosquitos infectados
da populagdo de Nedpolis em relacdo a populagdo de Botucatu (Mann-Whitney, p=0,0019).

Para determinar a carga viral das amostras dos mosquitos em relacdo a expressdao do CE

-ACT

Rp49/L32, utilizamos a equacdo 2 (Schmittgen & Livak, 2008) (Fig. 10B). Para as amostras positivas
foram obtidos valores variando entre 0,35 e 3x10°, enquanto para as amostra negativas a variacao
foi entre 10° e 107 (Tabela 4). A analise estatistica mostrou diferenca significativa (Mann-Whitney,
p=0.0019) na carga viral entre as popula¢des de Nedpolis e Botucatu. Com isso, podemos inferir que

a populacdo de Nedpolis-SE é mais susceptivel ao virus em relagdo a de Botucatu-SP, e devido a esta

diferenga na susceptibilidade, estas popula¢des foram usadas nos estudos descritos a seguir.
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Tabela 4. Dados gerais obtidos através dos experimentos de quantificagao viral nas populagées de
Nedpolis e Botucatu, apds a infec¢ao oral dos mosquitos.

Populagao Neépolis Botucatu
No. Total 60 43
Variagdo 1,09x107 - 0,115 1,11x107 - 0,35
Prevaléncia (%) 73 27
Média 0,0061 0,0136
Mediana 2,12x10° 2,64x107

A 100

Il DENV4 (Negativo)
Il DENV4 (Positivo)

80

60

40

Prevaléncia de Infecgéo (%)

20+

Neo ~ Btu
Populagdes
B 1
8
0,1
s
-
n% 0,01 L]
3¢ ;
z2
B2 1E3 <
. 8 ~
£s e
S 9 1E4 e 0 ®
© g @
2 31 9 °
S ° 1E-5 e
©
£ 1es Y
£ &y
1E-7

NéO B':’U
Figura 10. Ensaios da suscetibilidade das populagbes de Ae. aegypti oriundos de Botucatu e
Nedpolis. (A) Prevaléncia da infectividade ao DENV-4 entre as populages do estudo. (B) Box plot
da quantificacdo relativa da carga viral de DENV-4 em relacdo ao CE Rp49/L32 pelo método de 2°
A€T Os circulos representam os valores da quantificagdo dos mosquitos individuais das populagdes
Nedpolis-SE (NEO) e Botucatu-SP (BTU). Os circulos abaixo da barra pontilhada representam os

valores abaixo do limite de detec¢do da técnica (C; 40 - amostras ndo infectadas) para as
respectivas populagées.
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5.2 Andlise da expressao génica global de mosquitos Ae. aegypti em resposta ao DENV

A disponibilizacdo da sequéncia do genoma do mosquito Ae. aegypti (Nene et al., 2007), em
combinacdo com metodologias de analise de expressdo génica de alta vazdo e genética reversa, tem
gerado oportunidade para o estudo das respostas imunes deste mosquito contra diversos patégenos
(Xi et al., 2008; Souza-Neto et al., 2009; Zou & Souza-Neto et al., 2011, Bonizzoni et al., 2012). No
entanto, a maioria destes estudos foram realizados com populacdes de laboratério e nem sempre
reproduzem as peculiaridades dos mosquitos no campo, que estdo normalmente expostos a uma
diversidade maior de patdgenos (Sim et al., 2013). Com o intuito de dissecar os mecanismos que
controlam a suscetibilidade das populagdes naturais de Ae. aegypti ao DENV-4, realizamos uma
avaliagdo transcricional global, através de RNA-seq lllumina, em mosquitos oralmente expostos ao

virus.

5.2.1 Sequenciamento de nova gerag¢ao de RNA total (RNA-seq)

Para a analise da expressdo génica global nas amostras de Ae. aegypti das populacdes de
Botucatu e Nedpolis, foi utilizada a técnica de RNA-seq. Utilizou-se esta metodologia pois ela
possibilita uma faixa de detec¢do muito maior quando comparada a técnica de microarranjo de DNA
(9.000 vs. 100 vezes, respectivamente) (Marioni et al., 2008; Wang et al., 2009). Em virtude da
cobertura necessaria para os estudos de RNA-seq e do alto custo da metodologia, foram analisadas
as sequéncias dos transcritos e a expressao génica global dos individuos das populacdes de Nedpolis
e Botucatu (populagdes consideradas suscetivel e resistente, respectivamente) que apresentaram os

fendtipos mais extremos ao DENV4 (ingurgitadas positivas e ingurgitadas negativas para DENV).

5.2.2 Preparo de bibliotecas

Ap0s a identificacdo das amostras positivas e negativas pela quantificacdo relativa por qRT-
PCR, utilizamos pools de RNA destas amostras como descrito no item 4.4.2 (Tabela 2), para o
sequenciamento NGS do RNA total. Para isto, todos os pools foram quantificados em NanoDrop

2000c (Thermo Scientific) (Tabela 5) previamente ao envio das amostras para o Laboratdrio
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Multiusudrio Centralizado para Sequenciamento de DNA em Larga Escala e Andlise de Expressdo
Génica da UNESP de Jaboticabal/SP, onde as bibliotecas foram confeccionadas e o sequenciamento

realizado.

Tabela 5. Quantificagdo do RNA total (ng/pL) dos pools de amostras realizada por NanoDrop.

ID da amostra Populagio ng/uL Raz3o 260/280 ug total  Volume total (pL)
BTU+ Botucatu/SP 4441 1,92 9,16 20,63
*BTU- (rep.bl) Botucatu/SP 494,8 1,93 8,98 18,14
*BTU- (rep.b2) Botucatu/SP 511,4 1,93 9,07 17,74
NEO+ Nedpolis/SE 472,9 1,92 9,93 21
NEO- Nedpolis/SE 390,2 1,9 9,29 23,81

* Representam dois grupos de amostras de uma réplica biolégica das amostras BTU- da populagdo de
Botucatu-SP.

Uma vez que se deve saber com precisdo a concentracdo dos pools de amostras, estas foram
quantificadas através do espectofotbmetro Qubit (Life Technologies) (Tabela 6). Nesta metodologia,
mais precisa que a realizada com Nanodrop, a concentracdo da amostra é proporcional a emissao de
fluorescéncia por sondas que emitem luz apenas quando se ligam ao alvo desejado, em nosso caso

RNA, diminuindo assim os efeitos de possiveis contaminantes da amostra, como DNA, por exemplo.

Tabela 6. Quantificacdo do RNA total (ng/uL) dos pools de amostras realizada por Qubit.

ID da amostra Populagao ng/uL
BTU+ Botucatu-SP 100
*BTU- (rep1) Botucatu-SP 120
*BTU- (rep2) Botucatu-SP 98
NEO+ Nedpolis-SE 88
NEO- Nedpolis-SE 140

* Representam dois grupos de amostras de uma réplica biolégica das amostras BTU- da populacdo de
Botucatu-SP.

A integridade do RNA dos pools de amostras foi verificada pela plataforma Bioanalyzer 2100
(Agilent Technologies), que utiliza ensaios de fluorescéncia em conjunto com separagdo por

eletroforese para avaliar qualitativamente as amostras. Foram analisados os eletroferogramas
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(grafico de intensidade de fluorescéncia vs. tempo), e uma imagem do gel gerada pelo software de
anadlise do equipamento, juntamente com o indice de RIN (RNA Integrity Numbers) (Schroeder et al.,

2006) (Fig. 11, Tabela 7).
Tabela 7. Identificagdo das amostras e quantificacio de RNA total (ng/uL) e determinag¢io do RNA

Integrity Number (RIN) dos pools de amostras através da plataforma Bioanalyzer (Agilent
Technologies).

ID da amostra Populagao Quantificacdo (ng/pL)
BTU+ Botucatu/SP 474
*BTU+ (rep.tl) Botucatu/SP 474
**BTU- (rep.b1) Botucatu/SP 547
**BTU- (rep.b2) Botucatu/SP 591
NEO+ Nedpolis/SE 382
NEO- Nedpolis/SE 371

* Representa uma réplica técnica da amostra BTU+; ** Representam réplicas bioldgicas da amostra BTU-,
ambas da populagdo de Botucatu-SP.

Nos eletroferogramas (Fig. 11) verificou-se que as bandas relativas ao 28S rRNA
apresentaram-se deslocadas a esquerda na escala temporal, o que pode ser atribuido a extracdo do
RNA utilizando-se TRIzol (Krebs et al., 2009). Esse deslocamento fez com que outro parametro de
determinacdo de qualidade, a razdo 28S/18S rRNA (Schroeder et al., 2006), ndo pudesse ser

calculada.

O parametro de integridade do RNA (RIN) também se mostrou abaixo do limiar considerado
ideal (ideal, RIN>8), sugerindo degradacdo do RNA. Entretanto, como a determinacdo deste
parametro também pode ser afetado pelo deslocamento do pico relativo ao gene 28S, e como outros
estudos relatavam que para fragmentos de até 400 pb pode-se utilizar amostras com RIN>5 (Fleige &
Pfaffl, 2006), decidiu-se por utilizar as amostras na prepara¢do das bibliotecas do RNA-seq. Para tal,
as amostras tiveram suas concentragdes ajustadas e foi utilizado o kit TrueSeq Stranded Total RNA

Sample Preparation de acordo com as indicag¢des do fabricante (lllumina).
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Figura 11. Eletroferograma das amostras (pools) de RNA utilizadas no preparo das bibliotecas para RNA-seq em sequenciamento lllumina. Os resultados
foram obtidos no aparelho Bioanalyzer.
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5.2.3 Avaliagdo das respostas transcricional global

5.2.3.1 Reads obtidos e preparagdo para o mapeamento
No total foram confeccionadas 6 bibliotecas de RNA-seq, as quais foram sequenciadas e os

arquivos de saida do sequenciador foram analisados no software CLC Genomics Workbench (Qiagen).

Na plataforma CLC foi realizada a pré-analise dos dados, através da eliminacdo dos
adaptadores dos kits do sistema Illumina, eliminacdo das bases da cauda Poli-A e exclusdo de
fragmentos de baixa qualidade. No software também foi realizado o alinhamento dos reads
remanescentes utilizando-se como referéncia o genoma da cepa Liverpool do mosquito Ae. aegypti
(Aedes aegypti Liverpool Transcripts, versdo Aaegl3.3), obtida no banco de dados VectorBase
(www.vectorbase.org). Somente os reads que alinharam com o transcriptoma de referéncia foram

utilizados nas analises de expressdo génica (Tabela 8).

Tabela 8. Total de reads obtidos no NGS, pareamento, niimero absoluto e percentual dos reads
mapeados e reads ndo mapeados utilizando-se como referéncia o transcriptoma da cepa Liverpool
do mosquito Aedes aegypti (Aedes aegypti Liverpool Transcripts, AaeglL3.3) (No. de reads, Pareado,
reads mapeados e reads ndao mapeados, respectivamente) obtidos utilizando-se a plataforma CLC
Genomics Workbench (Qiagen).

Amostra No. de reads Pareado  Reads mapeados Reads nao mapeados
BTU+ 47.326.404 Sim 34.182.526 (72,23%) 9.849.429 (20.81%)
*BTU+ (rep.t1) 25.001.082 Sim 19.395.470 (77,58%) 3.986.107 (15,94%)
**BTU- (rep.bl) 41.937.850 Sim 32.301.264 (77,02%) 7.079.518 (16,88%)
**BTU- (rep.b2) 54.195.614 Sim 41.836.072 (77,19%) 9.149.037 (16,88%)
NEO+ 32.365.100 Sim 23.923.482 (73.92%) 5.397.481 (16,68%)
NEO- 67.088.316 Sim 52.242.758 (77,87%) 10.636.566 (15,85%)

*Representa uma réplica técnica da amostra BTU+; **Representam réplicas bioldgicas da amostra BTU-, ambas
da populagdo de Botucatu-SP.
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O nivel de expressdo de cada unidade de RNA é determinado pelo nimero de reads de
sequéncia mapeados aos transcritos de referéncia, sendo assim esperada a correlacdo direta com
seu nivel de abundancia. Na técnica de RNA-seq, os niveis de expressdo de um transcrito sdo
limitados pela profundidade do sequenciamento e dependentes dos niveis de expressdao de outros
transcritos (Rapaport et al., 2013). Por isso, apés o mapeamento das reads é de fundamental
importancia a normalizacdo dos dados, para se obter os niveis corretos de expressdao génica
diferencial entre as amostras. Em nosso estudo, os dados foram normalizados pelo RPKM (reads per

kilobase of exon model per million mapped reads) (Mortazavi et al., 2008).

Como medidas de controle experimentais, foram sequenciadas ambas as réplicas bioldgicas
(amostra BTU-) e técnicas (amostra BTU+). A réplica técnica mostrou niveis de abundancia de
transcritos reprodutiveis (Fig. 12) (Mortazavi et al., 2008), uma vez que a inclinacdo da reta foi de
1,0598+0,0002 e seu ajuste aos dados (R?) de 0,99, indicando que todos os processos anteriores e no

decorrer do sequenciamento ocorreram de forma correta.
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Figura 12. Teste de reprodutibilidade das réplicas técnicas sequenciadas. Comparagao de duas
réplicas técnicas de RNA-seq medidas em reads por quilobase de exon por milhGes de sequéncias
de reads mapeadas (RPKM). Pontos azul: representam os valores dos RPKMs; reta vermelha: ajuste
linear dos dados com os respectivos valores descritos na figura.
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A comparacdo das réplicas bioldgicas serve também como controle do processo de
sequenciamento, mas principalmente para verificar a variacdo dos niveis de expressdo génica
intrapopulacioinal. A analise das amostras da réplica bioldgica da populacdo de Botucatu
ingurgitadas e ndo infectadas (BTU-) gerou o repertdrio de transcritos diferencialmente expressos
descritos na Tabela S1 em anexo. Uma vez que poucos genes foram diferencialmente expressos
entre estas amostras e que o padrdao de expressdao diferencial de ambas estdo fortemente
correlacionados (coeficiente de correlacdo de Pearson de 0,901), fez-se a analise de clusterizacdo
hierarquica (Fig. 13) utilizando-se o software Gene Cluster 3.0. Foi utilizado o método de
clusterizacdo de acoplamento completo (complete linkage) e métricas de similaridade (similarity
metric) de correlagdo. Como varidvel, foram utilizados os genes diferencialmente expressos pelo
menos uma vez em uma das populacdes ou os genes diferencialmente expressos em pelo menos
duas ocorréncias. Nota-se que, em ambos os casos, as amostras das réplicas biolégicas (BTU-(rep.b1)
e BTU-(rep.b2)) estdo sempre agrupadas nos mesmos ramos, confirmando mais uma vez que as
amostras apresentam grande similaridade (acima de, no minimo, 90%). O mesmo padrdo de
clusterizagdo foi visto quando foi realizada a consolidagdo (merge) das duas amostras, resultando na

amostra denominada BTU-(rep.b1+rep.b2).

Com base nesses resultados, e visando aumentar a robustez das analises, em todas as

anadlises posteriores foi utilizada a amostra resultante da unido das réplicas bioldgicas.
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respectivamente). (A) Clusterizagdo foi realizada utilizando-se pelo menos uma observagio de
gene diferencialmente expresso nas comparagoes realizadas ou (B) no minimo duas ocorréncia
simultaneas. As amostras BTU-(rep.b1) e BTU-(rep.b2) sdo réplicas biologicas e a amostra BTU-
(rep.bl+rep.b2) é a unido (merge) de ambas réplicas bioldgicas.

Apds a unido das réplicas bioldgicas foram verificados os genes diferencialmente expressos
entre as populagdes do estudo (NEO- vs BTU- e NEO+ vs BTU+) e entre os subgrupos de cada
populagdo (BTU+ vs BTU- e NEO+ vs NEO-) (Tabela $2-S5 Anexo).

Nossa andlise mostrou que a grande maioria dos genes estd sendo induzida ou reprimida
entre valores de 5 > log, (fold change) > - 5, com poucos genes fora desse intervalo de expressdo. A
comparacdo das amostras ingurgitadas e infectadas com DENV-4 da populacdo de Botucatu em
relacdo a amostra ndo infectada da mesma populacdo revelou apenas 22 genes induzidos e 2
reprimidos. Com base nesses numeros podemos afirmar que a populacdo de Botucatu sofre pouca
modulacdo com a infeccdo por DENV-4. J& a comparacdo entre as amostras da populacdo de
Nedpolis revelou que os mosquitos desta localidade sdo fortemente modulados, apresentando 189
genes diferencialmente expressos, sendo destes 23 reprimidos e 166 induzidos. Estes dados sugerem
que a intensidade da resposta e repertério de genes modulados pelo DENV varia grandemente de
acordo a populacgdo e possivelmente ao seu grau de suscetibilidade ao virus.

Tomando-se como base o banco de dados das anotagGes funcionais dos genes
diferencialmente expressos, foi confeccionado o grafico abaixo (Fig. 14A), que relaciona os genes

diferencialmente expressos entre as amostras estudadas e suas respectivas fungoes.
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Figura 14. Repostas transcricionais das populagées do Aedes aegypti ao DENV-4. A) Classificagao
funcional dos transcritomas modulados pelo DENV-4 nas populagdes de Botucatu (BTU) e Nedpolis
(NEO). Os graficos representam a distribuicdo funcional dos genes diferencialmente expressos nos
grupos BTU+ vs BTU-, NEO+ vs NEO-, NEO- vs BTU- e NEO+ vs BTU+. Os bancos de dados completos
constam nas Tabelas suplementares S2-S5 em anexo. Abrevia¢do dos grupos funcionais FDD,
funcdo desconhecida; TRP, transporte; R/T/T, replicagdo, transcrigdo, e tradugdo; R/E/M, redox,
estresse e mitocondria; PROT, protedlise; MET, metabolismo; IM, imunidade; DIG, digestao; DIV,
fungdes diversas; RQS, recep¢do quimiosensorial; E/C, estrutural e citoesqueleto. B) Diagrama de
Venn representando regulacdes génicas Unicas e compartilhadas pelas populagdes de BTU e NEO
em resposta ao DENV-4. As regidoes de sobreposicdo representam genes concomitantemente
regulados pelas duas populagdes (Tabela S6 anexo). O sentido da regulagdo é representado pelas
setas apontando para cima (indug¢ao) ou para baixo (repressdo).
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Grande parte dos genes modulados entre as comparagdes avaliadas, possuem funcdo
desconhecida (25 - 28,6%), funcdo imune (3,4 - 25,5%) e fungdes multiplas ou diferente (27 - 46%)
das ja relacionadas relacionadas. Verificamos ainda que além da modesta resposta transcricional na
populacdo de Botucatu, chama a atencdo o fato que apenas 6 genes do sistema imune, duas
cecropinas (AAEL015515, AAELO00621), trés defensinas (AAELO03832, AAELO03841, AAELO03857) e
uma proteina hipotética conservada (AAEL010848) sejam induzidos nos mosquitos BTU+ em relacdo
aos BTU-. E importante ressaltar que membros destas familias génicas ja foram previamente
relacionados a resposta anti-dengue em Aedes aegypti (Xi et al., 2008; Pan et al., 2012).

Em contra partida nos mosquitos da populacdo de Nedpolis, a infeccdo com o DENV-4 leva a
uma notdvel ativagcdo imunoldgica, sendo que 43 dos genes induzidos (25,9% do total de genes
induzidos nesta populacdo) possuem funcdo imune (Fig. 14A e Tabela S3 anexo). O repertério de
genes imunes diferencialmente expressos nos mosquitos NEO+ em relagdo aos NEO- é composto de
genes codificadores de diversos peptideos antimicrobianos, uma atacina (AAELO03389), cinco
cecropinas (AAEL000627, AAELO15515, AAELO00611, AAELO00621 e AAELO17211) e duas defensinas
(AAELO03857 AAEL003841). Além desta ultima defensina mencionada (AAELO03841), outros trés
genes induzidos nos mosquitos NEO+ também foram previamente associados ao controle da
suscetibilidade de popula¢des naturais de Ae. aegypti ao DENV: a protease serinica AAEL002610, e
duas transferrinas (AAEL015639 e AAELO15458) (Sim et al., 2013). Chama a atencdo ainda a enorme
quantidade de genes modulados pelo DENV-4 com func¢do bioldgica ainda desconhecida (FDD, 46
induzidos e 5 reprimidos). Isto confirma achados anteriores e ressalta que a realizagdo de ensaios
funcionais com genes desta categoria sdo fundamentais para um melhor entendimento das
interacBes entre o virus e o vetor, podendo levar a identificacdo de novas proteinas antivirais como
em Souza-Neto et al. (2009). Uma analise comparativa do repertério de genes diferencialmente
expressos pelos mosquitos de BTU e NEO revela que apenas 11 genes sao coregulados por NEO e
BTU em resposta ao virus, sendo que, destes, seis sdo genes do sistema imune, incluindo cecropinas

e defensinas ja citadas acima (Tabela S6 anexo).
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Dos 23 genes reprimidos nos individuos da populacdo de Nedpolis em resposta a infecgao
viral, apenas trés sdo do sistema imune. Nesta populacdo, o gene com maior nivel de repressao nos
mosquitos NEO+ comparados aos NEO- codifica uma helicase DExD/H-box (AAELO10787). Este gene
pertence a mesma familia do gene Dicer-2 (AAELO06794), que exerce um papel fundamental no
controle de infecgGes virais em mosquitos através da via de RNAi (Sanchez-Vargas et al., 2009). Além
disso, o dominio amino-terminal helicase DExD/H-box da Dicer-2 é responsavel pela ativagdo RNAI-
independente do efetor antiviral Vago em Drosophila e Culex (Deddouche et al., 2008; Paradkar et
al., 2012). Ademais, a presenca de polimorfismos nestes genes foi recentemente relacionada a
resisténcia a isolados especificos do virus em Ae. aegypti (Lambrechts et al., 2013).

Dado o papel comprovado destes genes na resposta antiviral, é possivel que a repressdo
desta helicase DExD/H-box nos individuos DENV+ da populagdo mais suscetivel ao virus esteja
diretamente relacionada ao sucesso de estabelecimento da infeccdo viral. Juntos, estes achados
sugerem que quanto mais resistente a populacdo ao DENV, menor parece ser sua resposta
transcricional a infecgdo. Além disso, os mosquitos infectados da populagdo mais suscetivel (NEO+)
apresentam resposta imune mais exacerbada que aqueles da populagdo mais resistente (BTU+).
Todavia, esta resposta parece nao estar relacionada ao mecanismo de defesa antiviral, pois é
insuficiente para lhes prover protecdo contra o virus. A inducdo de apenas um discreto numero de
genes do sistema imune nos individuos BTU+ em comparacdo aos BTU-, frente aqueles induzidos em
NEO+ com relacdo a NEO- (6 e 43 genes, respectivamente) leva a hipétese de que o nivel de
expressao basal de genes do sistema imune seja mais alto nos individuos BTU- do que nos NEO-. Isto
poderia, a0 menos em parte, explicar a diferenca entre os transcriptomas destas duas populacées.
Para elucidar tal hipdtese, foram analisadas as abundancias relativas de transcritos dos individuos
DENV+ ou DENV- da populagdo de NEO em referéncia a populagdo de BTU, respectivamente: 1) NEO-
vs BTU- e 2) NEO+ vs BTU+ (Fig. 14A e Tabelas suplementares S4 e S5). Estas analises sugerem que,
ao contrario da hipétese levantada acima, ndo ha uma diferenca na abundancia basal de transcritos

imunes entre os mosquitos NEO- e BTU-, visto que apenas 6 dos 177 genes diferencialmente
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expressos nestes dois grupos DENV possuem fun¢do imune. Infelizmente nossos dados ndo
permitem ainda inferir em que patamar, alto ou baixo, ocorre esta equalizacdo da abundancia de
transcritos dos individuos NEO- e BTU-, que foram expostos mas nao se infectaram com o DENV-4.
Esta pergunta poderia ser respondida a partir da inclusdo de grupos de mosquitos com
caracterizacdo da suscetibilidade definida (através col6nias puras de mosquitos sabidamente
siscetiveis e resistentes) ndo exposto ao virus (alimentados apenas com sangue). Esta comparacgdo
sera importante para que se possa entender porque tdo poucos genes sao modulados nos individuos
BTU+, por exemplo.

Estudos prévios envolvendo microarranjos de DNA revelaram que a infec¢do do mosquito
com o DENV resulta em uma ativacdo massiva de genes do sistema imune do inseto, incluindo
fatores associados as vias Toll e JAK-STAT (Xi et al., 2008). Com o intuito de identificar uma eventual
ativacdo de vias do sistema imune em resposta a infeccdo com o DENV-4 nas populagcGes de Nedpolis
e Botucatu, os transcritomas responsivos a infeccdo do DENV destes mosquitos foram comparados
com o repertorio de genes modulados pelas vias Toll, Imd (Xi et al., 2008; Zou & Souza-Neto et al.,
2011) e JAK-STAT (Souza-Neto et al., 2009). A comparagdo destes dados com nosso estudo sugere
correlagao entre os genes modulados pelo DENV-4 na populagdao de Nedpolis e os regulados pelas
vias NF-kB, em especial a via Toll (CAC Toll), o que indica ativacdo da via Toll nos mosquitos NEO+
(Tabela S7 anexo).

A andlise comparativa dos genes diferencialmente expressos nestas duas situacdes expds 29
genes que sdo modulados pelo DENV-4 na populacdo de Nedpolis infectada, provavelmente sob
controle da via Toll. Destes, 23 genes sdo induzidos durante a infeccdo viral, sendo que mais da
metade (19 genes) exerce fungdo imune. A via Toll é um dos principais mecanismos de defesa do
mosquito contra o DENV (Xi et al., 2008) e sua ativagdo ectdpica através do silenciamento do inibidor
Cactus resulta em uma menor carga viral do DENV-2 na popula¢do de laboratério Rockefeller do Ae.
aegypti. Desta forma, por mais ébvio que pareca a ativacdo da via Toll nos mosquitos NEO+, é

intrigante o fato de que esta via aparentemente n3do seja ativada também nos mosquitos BTU+, que
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pertencem a uma populacdo mais resistente ao DENV. No entanto Sim e colaboradores (2013)
revelam que o comprometimento das vias Toll, IMD e JAK-STAT mediados por RNAi em uma cepa
refrataria ao DENV (Bangkok - BKK), apenas resultou num aumento ndo significativo de DENV,
sugerindo que a acdo dos fatores de restricdo de BKK espécie-especifico ao DENV agem de forma
independente destas vias. Deste modo deve-se investigar se este padrdao de expressao génica e
ativacdo imunoldgica ocorre em outras populacbes de mosquitos com niveis distintos de
suscetibilidade ao DENV. Contudo, é surpreendente que a mais expressiva inducao de fatores imunes
ocorra nos individuos DENV+ da populagdo mais suscetivel ao virus, e ndo o inverso.

Estes dados reforcam a hipdtese de que os genes transcricionalmente modulados nos
individuos DENV4+ ndo necessariamente atuam no processo de protecdo dos mosquitos a infeccdo
pelo virus. A inducdo principalmente de genes imune parece estar relacionada com a resposta do
mosquito a infeccdo viral porém esta ndo é suficiente para protegé-lo da mesma, uma vez que esta
mais fortemente induzida nos individuos DENV+. No entanto parece estar relacionada a protecdo
destes insetos para que a infecgao nao leve os mesmos a morte. Este fato deve ser considerado, visto
a acorréncia de grande mortalidade dos insetos da populagdo de Botucatu durante o processo de
infeccdo, logo apds a alimentagdao com DENV, sugerindo que a menor resposta imune possa levar o
inseto a morte logo no inicio do processo de infeccdo. Possivelmente, os principais fatores que
garantem a resisténcia de uma determinada populacdo ao DENV estdo sendo modulados nos

mosquitos expostos mas que ndo se infectaram com o virus (ex.: NEO- e BTU-).

Neste sentido verificamos que a maior inducdo na amostra BTU- ocorre para o gene TEP2
(AAELO14755) quando comparada a NEO-, este mesmo gene também estd induzido na amostra BTU+
porém com inducgdo inferior a BTU-(Tabela S4 e S5 anexo). Proteinas da superfamilia TEP (Thioester
containing protein) sdo principais constituintes do sistema imunoldgico dos vertebrados e
invertebrados e sdo geralmente divididas em trés subfamilias distintas: complemento C3 / C4 / C5,
A2Ms e iTEPs. Estudos anteriores sugerem que varios genes iTEPs encontrados em Drosophila e

Anopheles desempenham um papel na eliminagdo microbiana (Moita et al., 2005; Stroschein-
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Stevenson et al., 2006). Em Ae. aegypti foi demonstrado que o silenciamento de um homdlogo de
TEP (AAEL012267 conhecida como AeTEP1) aumenta significativamente as infec¢des flavivirais
(Cheng et al., 2011), indicando um potencial papel das iTEPs no combate das infec¢Ges virais em
insetos. Isto ja foi comprovado por Xiao e colaboradores (2014) quando realizaram o silenciamento
de AeTEP1, redesignada neste mesmo estudo como AeMCR (subfamilia de iTEPs) de Ae. aegypti,
obtendo assim um aumento significativo dos niveis de transcritos de DENV1-4 e do virus da febre
amarela, confirmando sua funcdo antiviral em mosquitos. Blandin e colaboradores (2004)
demonstraram que TEP1 em Anopheles elimina oocinetos de P. berghei por ligagdo as suas proteinas
de superficie. Sim e colaboradores (2013) também identificaram TEP2 induzida na populagdo de Ae.
aegypti refratdria ao DENV.

Cabe ressaltar também que além do gene imune TEP2, genes ligados ao processo digestério,
em especial os ligados a expressao de tripsina (AAELO08097, AAEL013623, AAELO07818, AAELO08093,
AAEL006425, AAEL013703, AAEL013628), foram modulados em resposta ao DENV-4 nos mosquitos
XXX . Estas enzimas sdo de suma importancia pois, em dipteros hematdfagos, fazem parte do
processo de digestdo do sangue (Soares et al., 2011).

J4 foi relatado que em fémeas de Ae. aegypti alimentadas com sangue que continha inibidor
de tripsina de soja ouve uma drastica diminuicdo no nimero de cépias de RNA do DENV-2 (Molina-
Cruz et al., 2005). Também foi demonstrado que inibidores de tripsina resultaram em uma menor
taxa de replicacdo no intestino, menor expressdo de proteina de envelope do virus dengue e
diminuicdo da disseminacdo do virus no térax do mosquito. Ha relatados que tanto tripsina quanto
alteracGes metabdlicas parecem ser necessarias para o DENV-2 atingir niveis 6timos de infeccdo,
replicacdo e disseminagdo no intestino (Molina-Cruz et al., 2005).

Em nosso estudo ha indicios de que as tripsinas podem estar de fato desempenhando um
papel importante na infeccdo dos mosquitos,uma vez que ja foi relacionada aos fendtipos de
infectagdo de intestino, glandula salivar ou dissemina¢do de modo geral da infeccao por DENV-2 em

Ae. aegypti (Bosio et al., 2000). Além disso, QTLs estudados por Black IV e colaboradores (2002) a
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tripsina esta fortemente correlacionada com QTLs ligados as barreiras de infec¢do do intestino (MIB
e MEB). Também foi verificando que alelos do QTL do cromossomo Il que sdo relacionados a tripsina
parecem ter efeito aditivo na barreira de infeccdo do intestino. Com isso, e com os dados de
expressao génica que mostram inducdo dos genes ligados a tripsina nos mosquitos de Botucatu,
sugerimos que estes genes estao diretamente ligados a menor susceptibilidade desta populacdo ao
DENV-4.

Nossos dados mostram que genes codificantes de tripsinas e outras proteinas de funcao
digestdria estdo em sua grande maioria induzidos nas comparagoes entre as amostras infectadas e
nao infectadas (BTU+ vs. BTU-: nenhum significativo; NEO+ vs. NEO-: 2 induzidos, 1 reprimido; NEO+
vs. BTU+: 2 induzidos, 0 reprimidos). Também ha uma tendéncia de indugdo mesmo na comparagao
entre as amostras nao infectadas de ambas populagdes (NEO- vs BTU-: 3 induzidos, 1 reprimido).
Como ja demonstrado na literatura, tripsinas possuem um papel importante na replicagdo viral e em
funcdo de os genes codificantes destas enzimas apresentarem maior expressao na populacdo com
maior susceptibilidade, é ldgico inferir que ela pode desempenhar um papel importante na infecgdo

dos mosquitos NEO e BTU.

Apesar de haver alguns trabalhos comparando a expressdo diferencial de mosquitos Ae.
aegypti alimentados com aglcar em relacdo aos alimentados com sangue (Bonizzoni et al., 2011; ) ou
de mosquitos alimentados com sangue infectado com DENV comparado aqueles alimentados
somente com sangue (Bonizzoni et al., 2012; ), a comparagdo destes resultados com os nossos é um
tanto quanto complexa. Tendo como base que estes estudos ndo fazem o controle da infeccdo dos
mosquitos (identificacdo de mosquitos realmente infectados e ndo infectados do grupo alimentando
com DENV), separando-os apenas em alimentados com DENV ou ndo alimentados, a
heterogeneidade da expressao diferencial pode ser grande dentro do grupo, como visto por ndés na
comparag¢do das amostras NEO+ vs. NEO-. Acreditamos que a analise envolvendo os subgrupos de

mosquitos sabidamente infectados ou ndo infectados separadamente, pode ser mais precisa na
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identificacdo de alvos do processo de interacdo virus-vetor, o que pode levar ao desenvolvimento de

novas estratégias de bloqueio de transmissdo da dengue.

5.3 Estudo da diversidade microbiana através do gene ribossomal 16S (16S rRNA)

O rapido avanco da metagenémica tem causado um aumento no interesse sobre os estudos
das intera¢Oes entre hospedeiro e microbiota intestinal simbidtica (Warnecke et al., 2007; Tartar et
al., 2009; Suen et al., 2010). A recente implementacdo de tecnologias de sequenciamento de DNA de
nova geragao tem propicionado oportunidades para explorar a diversidade microbiana de ambientes
complexos (Metzker, 2010), bem como para investigar fatores genéticos relacionados a
susceptibilidade a doengas e a relagdo hospedeiro-bactérias-patégeno (DuPont & DuPont, 2011;
Ridaura et al., 2013; Boissiére et al., 2012)

Ao longo dos ultimos anos varios estudos tém investigado a microbiota intestinal de
culicideos, principalmente relacionados a mosquitos do género Anopheles e Aedes. E cada vez mais
claro que o microbioma intestinal influencia uma grande variedade de caracteristicas do hospedeiro,
como metabolismo, fecundidade, imunidade e fitness (Dillon & Dillon, 2004; Rani et al., 2009;
Rosengaus et al., 2011). A microbiota intestinal de mosquitos pode apresentar variacdo na
diversidade bacteriana em seus diferentes estadios de desenvolvimento, pois durante sua
metamorfose, na transicdo de larva para adulto, a microflora associada as larvas é "eliminada" e os
mosquitos adultos recém-emergidos mantém poucas ou nenhuma bactéria remanecente do estadio
anterior (Moll et al., 2001; Villalba et al, 2011). Isto explica a menor diversidade bacteriana em
insetos aldutos quando comparado ao estadio larval, e indica que grande parte dos micrébios desta
fase sdo adquiridos através do sitio de emersdo (transmissdo horizontal) e pela dieta (Wang et
al.,2011; Boissiere et al., 2012 ). A compreensdo da estrutura e diversidade microbiana bem como
sua dindmica no mosquito é um pré-requisito para entender a relagdo simbidtica entre o mosquito e

o microbioma residente em seu intestino (Wang et al., 2011), pois em mosquitos vetores, as
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bactérias intestinais podem afetar a capacidade destes insetos em transmitir patégenos (Xi et al.,

2008; Joyce et al., 2011; Cirimotich et al., 2011; Manguin et al., 2013; Bahia et al., 2014).

No presente estudo foram utilizados os mosquitos provenientes dos ensaios de infeccao
(ingurgitados-positivos e ingurgitado-negativos, de Botucatu/SP e Nedpolis/SE) para comparar os
fatores genéticos (intrinsecos ao vetor) e microbianos relacionados a popula¢gdes com diferentes
graus de suscetibilidade ao DENV. Estas comparacées sdo de grande valia uma vez que ha relatos
afirmando que a microbiota é capaz de modular a infectidade do mosquito Ae. aegypti pelo DENV (Xi

et al., 2008; Ramirez et al., 2012).

5.3.1 Amplificagdo e sequenciamento de 16S rRNA

Para o levantamento da diversidade microbiana, a regido variavel (V4) do gene 16S rRNA
(posices 515-806) foi amplificada por PCR em triplicatas a partir das 5 bibliotecas de amplicons 16S
rRNA (Fig. 15). Estas foram preparadas utilizando cDNA das mesmas amostras enviadas para o ensaio
de RNA-seq (BTU+, BTU- (rep.b1), BTU- (rep.b2), NEO+ e NEO-) e posteriormente sequenciadas

através da plataforma lllumina Miseq.

A

13 14 15 (-)

Figura 15. Geragao de bibliotecas de amplicons 16S rRNA. Reac¢des de PCR realizadas em triplicata
técnica utilizando cDNA dos mosquitos oralmente expostos ao DENV-4 das populagées de Botucatu
= BTU (A) e Nedpolis = NEO (B). (A) BTU- rep.b1 (raias 1-3); BTU- rep.b2 (raias 4-6); BTU+ (raias 7-9).
(B) NEO+ (raias 10-12); NEO- (raias 13-15); (-) controle negativo; (PM) marcador de peso molecular.
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5.3.2 Andlise das sequéncias do gene bacteriano 16S rRNA

A andlise das sequéncias através do software Mothur gerou 349.805 reads pareadas a partir
das 5 bibliotecas deste estudo, com tamanho de fragmentos de aproximadamente 250 pb. Apds o
processamento, com a remocao de sequéncias menores que 250 pb e maiores que 275 pb e de

potenciais quimeras, um total de 269.806 sequéncias de alta qualidade foram obtidas. (Tabela 9).

Tabela 9. Numero de reads obtidos pelo sequenciamento do gene 16S rRNA das amostras das
populacoes de Botucatu-SP e Neodpolis-SE ingurgitadas e consideradas positivas e negativas para
DENV-4 (BTU+, BTU-, NEO+ e NEO-, respectivamente). As amostras BTU- (rep.b1) e BTU- (rep.b2)
sao réplicas biolégicas da amostra de Botucatu - SP ingurgitada e nao infectada.

Amostras No. reads pré processamento No. reads pos-processamento
BTU+ 60.580 44.965
BTU- (rep. bl) 62.025 46.348
BTU— (rep. b2) 69.279 54.868
NEO+ 68.326 51.011
NEO- 89.595 72.614

Do total de 269.806 reads, foram identificadas 108.715 sequéncias Unicas. Estas foram
alinhadas contra o banco de dados SILVA para a determinacdo das unidades taxondmicas
operacionais (OTUs). Assim como em diversos outros trabalhos (Jiinemann et al., 2012; Milani et al.,
2013; Vezzuli et al., 2013), para o alinhamento foi atribuido o valor minimo de 97% de identidade de
nucleotideos. Alguns trabalhos consideram este indice de identidade suficiente para classificagdo em
nivel de espécie (Shahinas et al., 2012), entretanto, outros estudos consideram que tal classificagdo
sO poderia ser atribuida a espécie se fossem alinhadas com identidade superior a 98% de identidade
nucleotidica (Stackebrandt & Ebers, 2006; Meier-Kolthoff et al., 2013; Kim et al., 2014). Por isso, em

nosso estudo, as analises foram realizadas em nivel de género.
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Apds o alinhamento com o banco de dados SILVA, foram removidos possiveis sequéncias
contaminantes (cloroplasto, mitocondria, Archaea e Eucarioto), resultando num total de 269.037
sequéncias. Destas, as que apresentavam diferencas menores que 2 pb foram consolidadas (merged)

resultando num total de 52.251 sequéncias Unicas.

5.3.3 Caracterizagao taxonomica do gene 16S rRNA

O numero total de OTUs foi calculado levando em consideragao subamostras (subsampling)
contendo 2.440 sequéncias (5% do nimero de reads da amostra com menor nimero de sequéncias).
O numero total de OTUs foi de 12.101, distribuidos nas amostras de acordo com a Tabela 10. A
analise de cobertura de Good (Good, 1953), que estima a porcentagem de OTUs presentes em cada
amostra (Tabela 10), sugere que a maioria da diversidade bacteriana das populacGes utilizadas em
nosso estudo foi elucidada. Tal fato foi comprovado, pois uma vez que era aumentado o nimero de
sequéncias nos subgrupos utilizados para determinacdao das OTUs, os novos calculos de cobertura
mostraram que esta passou a ser de no minimo 95% (amostra BTU+).
Tabela 10. Nimeros de OTUs calculados utilizando-se subgrupos com 2.440 sequéncias e respectiva

cobertura percentual das amostras de Botucatu-SP e Nedpolis-SE ingurgitadas e infectadas ou nao
infectadas com DENV-4 (BTU+, BTU- (rep.b1) e BTU- (rep.b2), NEO+ e NEO-, respectivamente).

Amostra No. OTUs Cobertura (%)
BTU+ 3556 91
BTU- (rep.b1) 2648 93
BTU- (rep.b2) 2308 95
NEO+ 2339 95
NEO- 2311 96

A complexidade microbiana pode ser analisada pela curva de rarefacdo (Fig. 16).
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Figura 16. Curva de rarefagdo para as amostras da populagdo de Botucatu-SP e Nedpolis-SE
ingurgitadas infectadas e ndo infectadas (BTU+, BTU- (rep.bl) e BTU- (rep.b2), NEO+, NEO-,
respectivamente). Curvas de rarefagdo comparando o nimero de reads com o nimero de OTUs
encontrados apds o processamento das sequéncias.

Através das andlises das curvas de rarefacdo, podemos inferir que a diversidade de bactérias
€ maior nas amostras ingurgitadas e infectadas com DENV-4 da populacdo de Botucatu-SP (BTU+), e
menos complexa nas amostras ingurgitadas e ndo infectadas de Botucatu-SP (BTU- (rep.bl) e
(rep.b2)) e na populagdo ingurgitada e infectada de Nedpolis-SE (NEO+). O grupo ndo infectado de
Nedpolis (NEO-) apresentou a menor diversidade bacteriana. Também foi medida a diversidade
bacteriana usando a diversidade das OTUs e os géneros classificados pelas sequéncias, através do
reciproco do coeficiente de Simpson (Magurran, 2004) e do indice de Chao (Chao, 1984) (Tabela 11).
Tais dados também sugerem uma maior diversidade para as amostras do grupo BTU+, enquanto a
amostra NEO - apresentou menor diversidade. Diferentemente dos valores do indice de Chao, para
as amostras BTU- (rep.bl e rep.b2) e NEO+, os valores do inverso do indice de Simpson ndo foram
proporcionalmente condizentes com a diversidade mostrada por suas curvas de rarefagao,
possivelmente devido a diferenca no nimero de reads obtidos pelo sequenciamento e a nao

uniformidade da distribuicdo das OTUs que representam toda a amostra (Schloss et al., 2011).
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Tabela 11. Coeficiente de diversidade de Chao e inverso de Simpson das amostras da populagao de
Botucatu-SP e Nedpolis-SE ingurgitadas e infectadas e nao infectadas com DENV (BTU+, BTU-
(rep.bl) e BTU- (rep.b2), NEO+, NEO-, respectivamente).

Amostra Chao Simpson™
BTU+ 3556 4.51 (4.35:4.69)
BTU- (rep.bl) 2306 3.58 (3.40:3.79)
BTU- (rep.b2) 1595 3.36 (3.24: 3.49)
NEO+ 1958 1.49 (1.44:1.55)
NEO- 1454 1.37 (1.33:1.41)

Através das curvas de rarefacdao também foi possivel inferir que se mais sequéncias tivessem
sido obtidas, um maior nimero de OTUs seria obtido, apesar da alta cobertura de nossos ensaios.
Entretanto, mesmo com a possivel descoberta de novas OTUs, a diversidade microbiana n3o seria
substancialmente alterada, e os resultados aqui demonstrados ndo sofreriam grandes varia¢cdes nos

principais géneros descritos.

Para a caracterizagdo taxonOmica das amostras, as réplicas bioldgicas foram consolidadas
(merged). Apds o alinhamento e comparagdo das amostras com o banco de dados SILVA, foram
identificadas bactérias pertencentes a 9 filos, 17 classes, 37 ordens, 73 familias e 136 géneros, sendo
a maioria composta por bactérias gram negativas (> 95%), corroborando o estudo realizado por
Boissiére e colaboradores (2012) (Fig. S1 anexo). Entretanto, em nossos graficos estdo destacadas
apenas as mais significativas (com numero de reads maior que 2% do numero total de reads de cada
amostra), sendo as demais agrupadas como “Outras”. As amostras foram divididas nas classes

taxondmicas de acordo com as Figuras 17 a 21.
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Figura 17. Composicdao bacteriana em nivel de Filo das amostras ingurgitadas e infectadas ou nao

infectadas das populagbes de Nedpolis-SE e Botucatu-SP (NEO+, NEO-, BTU+, BTU-,

respectivamente). (A) Composicao bacteriana em fun¢do do numero absoluto de reads; (B)

Composigdo bacteriana em fungao da frequéncia de reads (%).
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Figura 18. Composi¢ao bacteriana em nivel de Classe das amostras ingurgitadas e infectadas ou
ndao infectadas das populagdes de Nedpolis-SE e Botucatu-SP (NEO+, NEO-, BTU+, BTU-,
respectivamente). (A) Composicdo bacteriana em fungdo do numero absoluto de reads; (B)

Composicdo bacteriana em fungdo da frequéncia de reads (%).

73



Resultados e Discussdo

A
NEO - [ outros
I Lactobacillales
NEO + [ ]Bacillales
Il Rubrobacterales
BTU . [ ] Actinomycetales
I Xanthomonadales
[ ] Ssphingomonadales
BTU+ [ Rhizobiales

I Burkholderiales
[ ]Enterobacteriales
B Nimero absoluto de reads - Pseudomonadales
I Flavobacteriales
Il Rhodospirillales

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000

NEO -

NEO +

BTU -

BTU +

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Frequéncia de reads (%)

Figura 19. Composicdo bacteriana em nivel de Ordem das amostras ingurgitadas e infectadas ou
nao infectadas das populagées de Nedpolis-SE e Botucatu-SP (NEO+, NEO-, BTU+, BTU-,
respectivamente). (A) Composi¢do bacteriana em fungdo do numero absoluto de reads; (B)

Composigdo bacteriana em fungao da frequéncia de reads (%).
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Figura 20. Composi¢do bacteriana em nivel de Familia das amostras ingurgitadas e infectadas ou
nao infectadas das populagées de Nedpolis-SE e Botucatu-SP (NEO+, NEO-, BTU+, BTU-,
respectivamente). (A) Composi¢do bacteriana em fungdo do numero absoluto de reads; (B)

Composicdo bacteriana em fungdo da frequéncia de reads (%).
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Figura 21. Composi¢do bacteriana em nivel de Género das amostras ingurgitadas e infectadas ou
nao infectadas das populagées de Nedpolis-SE e Botucatu-SP (NEO+, NEO-, BTU+, BTU-,
respectivamente). (A) Composi¢do bacteriana em fungdo do numero absoluto de reads; (B)

Composigdo bacteriana em fungao da frequéncia de reads (%).

A partir das figuras 17 a 21, podemos observar que houve alta prevaléncia dos filos
Bacteroidetes e Proteobacteria (BTU+:31,8%, 67,9%; BTU-:44,8%, 54,9%; NEO+: 1,6%, 96,2%; NEO-:
2,7%, 97,2%, respectivamente). As classes predominantes foram Gammaproteobacteria (BTU+:
31,3%; BTU-: 36,1%; NEO+: 90,0%; NEO-: 93.3%), Flavobacteria (BTU+:31,8%; BTU-:44,2%; NEO+:
1,6%; NEO-: 2,7%) e principalmente nas amostras da populagdo de Botucatu verificamos sequéncias
de Alphaproteobacteria (BTU+: 35,4%; BTU-: 17,6%). Na avaliagdo em nivel de Ordem bacteriana,
houve maior abundancia de Xanthomonadales na amostra NEO— (88,8%), enquanto na amostra
NEO+ houve prevaléncia de Pseudomonadales (82,5%). Nas amostras BTU+ e BTU- houve
prevaléncia de 3 ordens: Rhodospirillales, Flavobacteriales e Pseudomonadales (BTU+: 34,8%, 31,8%,

22,0%; BTU-: 17,0%, 44,2%, 27,8%, respectivamente). Nas analises por familias, o pool de NEO-
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apresentou maior prevaléncia de Xanthomonadaceae (NEO-: 88,8%) enquanto na amostra NEO+ a
predominante foi Pseudomonadaceae (NEO+: 83,9%). Nas amostras de Botucatu (BTU- e BTU+) as
amostras foram segregadas entre Acetobacteraceae (17,0% e 34,8%, respectivamente),
Flavobacteriaceae (44,3% e 31,8%, respectivamente) e Pseudomonadaceae (26,8% e 21,7%,
respectivamente). No nivel de género, a microbiota de NEO- é predominantemente composta por
Stenotrophomonas (88,1%) enquanto em NEO+ o género mais prevalente foi de Pseudomonas
(80,6%). Praticamente os mesmos géneros foram identificados nas amostras BTU- e BTU+ contudo
em diferentes proporgoes: Elizabethkingia (BTU-: 43,6%; BTU+: 31,8%), Asaia (BTU-: 16,7%; BTU+:

33,9%) e Pseudomonas (BTU-: 19,3%; BTU+: 14,0%).

Tomando como base somente o numero de unidades taxonOGmicas determinadas (filos,
classes, ordens, familias e géneros), estas tiveram uma menor diversidade quando comparadas as
determinadas em outros estudos envolvendo microbiomas de insetos (Wang et al., 2011; Osei-Poku
et al, 2012). Entretanto, estes estudos utilizaram outras espécies de mosquitos e outras
metodologias de sequenciamento, que gerou maior quantidade de reads e com fragmentos maiores
(340-400 bp utilizados na andlise final), permitindo com isso obter maior cobertura e diversidade

microbiana.

Apds a caracterizagdo das amostras, foram realizadas andlises para verificar quais as
diferencgas entre elas e quais os géneros de bactérias seriam determinantes para a sua diferenciagao.
Em uma primeira analise um diagrama de Venn foi gerado, utilizando-se as OTUs calculadas das
subamostras (subsampling) como variaveis (Fig. 22). Pode-se observar no diagrama de Venn que
varias OTUs foram calculadas para cada amostra, entretanto a grande maioria é de OTUs raras,

reproduzindo as observagGes de Osei-Poku e colaboradores (2012).

77



Resultados e Discussdo

MEO -

102

Figura 22. Diagrama de Venn das OTUs presentes nas amostras ingurgitadas e infectadas ou nao
infectas por DENV-4 das populacdes de Botucatu-SP e Nedpolis-SE (BTU+, BTU-, NEO+, NEO-,
respectivamente).

A fim de comparar a associa¢do e a estrutura das amostras pela abordagem das OTUs, foram
selecionadas as 50 mais representativas do estudo (Fig. 23). Através da analise de heatmap das 50
OTUs mais significativas e pelos calculos dos indices de Jaccard (Jaccard, 1912) e de Yue & Clayton
(Yue & Clayton, 2005) para a diferenciacdo das amostras, pode-se afirmar que sdo necessarias
apenas 8 OTUs para diferenciar as amostras, as quais estdo representadas em ordem de

representatividade na Figura 23 e Tabela S8 anexo.
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Figura 23. Heatmap da abundancia relativa das 50 OTUs mais significativas.

Apesar da estruturagdo das amostras em fun¢do das OTUs parecerem bastante similares (Fig.
23 e 24), quando é estudada a estruturagdo populacional em fun¢do das 50 OTUs mais comuns
através da andlise das componentes principais (PCA), a determina¢do dos centrdides de cada
amostra confirma a diferenca entre elas (PCA, p<0.001) (Fig. 25). A andlise das PCAs foi também

realizada com as réplicas bioldgicas da populagdo de Botucatu, sendo obtido o mesmo resultado de
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diferenciacdo estrutural entre as amostras, sendo apenas os centrdides das amostras BTU- (rep.bl) e

BTU- (rep.b2) iguais (desvios de posicGes inferiores a 7%).
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Figura 24. Heatmap das similaridades das amostras calculadas em fun¢ao dos coeficientes de
Jaccard e Yue & Clayton.
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Figura 25. Representagdo da posicdo dos centroides das amostras BTU+ (triangulo preto), BTU-
(tridngulo vermelho), NEO+ (tridngulo verde) e NEO- (tridngulo azul) através da analise das

componentes principais (PCA). Os pontos cinza, ciano e rosa sdo as projecoes dos centrdides
respectivamente nos eixos 1-2, 2-3 e 1-3, respectivamente.
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Com base nas andlises das componentes principais (PCA) e nos indices de Jaccard e Yue &
Clayton, foram determinados os géneros de bactérias em ordem decrescente de representatividade

em nossos resultados: Elizabethkingia, Stenotrophomonas, Pseudomonas, Asaia, Pantoea e Delftia.

Nossos resultados relacionados a diversidade bacteriana estdo de acordo com os demais
apresentados na literatura que utilizaram insetos coletados no campo e com cepas mantidas em
laboratério, sendo os géneros mais representativos: Elizabethkingia, Pseudomonas, Serratia,
Cedecea, Pantoea, Aeromonas, e Asaia (Lindh et al., 2005; Lindh et al., 2008; Rani et al., 2009;
Zouache et al, 2011; Dinparast et al., 2011; Chavshin et al., 2012; Osei-Poku et al., 2012; Boissiere et
al., 2012; Ngwa et al., 2013). No entanto, para cepas de mosquitos Anopheles criados em laboratdrio
tem sido reportado uma menor diversidade bacteriana e a dominancia dos géneros Serratia e
Elizabethkingia (Lindh et al., 2008; Boissiere et al., 2012; Ngwa et al.,, 2013). Boissiere e
colaboradores (2012) relatam que 90% das bactérias intestinais obtidas a partir de mosquitos
coletados em criadouros naturais em Camardes pertencem ao filo Proteobacteria, enquanto em
mosquitos criados em laboratério, 95% das bactérias pertencem ao género Elizabethkingia (filo
Bacteroidetes). Estes mesmos autores sugerem que a grande diferenca na composicdo das bactérias
intestinais entre cepas de laboratério e mosquitos coletados no campo, bem como entre mosquitos
provenientes de locais de reproducdo distintos, advém de bactérias comensalmente adquiridas a
partir do ambiente (através de fonte aquatica dos criadouros). Sugerem também que a
predominancia de Elizabethkingia spp. no intestino médio dos mosquitos criados em insetdrio reflete
que esta bactéria encontrou um nicho favoravel neste ambiente, onde a concorréncia com outras

espécies bacterianas é limitada.

Elizabethkingia, género anteriormente conhecido como Chryseobacterium ou Flavobacterium
(King, 1959), é um género de bactérias gram-negativa em forma de haste, encontrada tanto na agua
guanto no solo (Steinberg & Burd, 2010). Estas geralmente sdo multirresistentes aos antibidticos

tipicamente utilizados para o tratamento de infec¢Ges por bactérias gram-negativas, incluindo os de
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amplo espectro (Lin et al., 2004, Hung et al., 2008). Alguns estudos demonstram que Elizabethkingia
é transmitida entre as geracGes de mosquitos via transmissao trans-estadial (transmissdo a partir de
uma fase da vida para a préxima) ou horizontal, e a sua predominancia no intestino médio ndo é
alterada pela dieta nem pela presenca do parasita da malaria (P. falciparum ou P. berghei) (Favia et
al., 2007; Damiani et al., 2010; Wang et al., 2011; Ngwa et al., 2013). Em mosquitos do género Aedes,

nao foi encontrado nenhum estudo relacionado a sua interagdo com o DENV.

Elizabethkingia spp. tem sido repetidamente detectada no intestino de Anopheles gambiae
(Lindh et al., 2008; Wang et al., 2011), An. stephensi (Rani et al., 2009; Ngwa et al., 2013) e Aedes
aegypti (Terenius et al., 2012), tanto em insetos de laboratdrio quando selvagem, bem como em
todos os estadios de desenvolvimento do inseto (Lindh et al., 2008; Rani et al., 2009; Kajla et al.,
2010; Ngwa et al., 2013; Coon et al. 2014). Com base nas observac¢des acima, € muito provavel que
algumas espécies de Elizabethkingia sejam simbiontes destes mosquitos. Segundo Dong e
colaboradores (2009), bactérias deste género sdo capazes de suprimir o crescimento de outras
bactérias no intestino médio de An. gambiae criados em laboratério, indicando que Elizabethkingia
produz substancias com atividades antimicrobiana que podem ser responsaveis pela sua dominancia
no intestino médio do mosquito. Entretanto, em nossos resultados mostramos que apesar da
dominancia do género Elizabethkingia nas amostras da populacdo de Botucatu, estas apresentaram
maior diversidade que as amostras da populacdo de Nedpolis, o que sugere que as bactérias do

género Elizabethkingia ndo estdo afetando a diversidade microbiana nesta populagao.

Ngwa e colaboradores (2013) demonstraram que extratos de Elizabethkingia meningoseptica
tem efeito sobre P. falciparum in vitro e exibiu toxicidade em gametdcitos in vitro. Bahia e
colaboradores (2014) mostraram que Elizabethkingia anophelis teve um efeito de destaque no
bloqueio do desenvolvimento do parasita Plasmodium in vitro. Quando Akhouayri e colaboradores
(2013) injetaram Elizabethkingia meningoseptica em mosquitos Anopheles, as bactérias foram

altamente virulentas aos insetos adultos, através de um processo relacionado a lesGes melandticas
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nos tecidos corporais de gordura. Juntos, estes estudos demonstram que as espécies do género
Elizabethkingia tém impacto na fisiologia de seus mosquitos hospedeiros e interagcdes com

patdgenos.

Em nossos resultados, foi observada a predominancia do género Elizabethkingia nas
amostras da populacdo de Botucatu em compara¢do com a populacdo de Nedpolis. Com isso, e
baseando-se nos niveis de susceptibilidade apresentados pelas populacGes de Botucatu e Nedpolis
ao DENV (Botucatu é mais resistente enquanto Nedpolis é mais suscetivel), é possivel que bactérias
do género Elizabethkingia estejam exercendo algum tipo de a¢do anti-DENV na populacdo de
Botucatu, o que poderia ao menos em parte explicar a baixa suscetibilidade destes mosquitos ao
DENV. Entretanto, para a confirmacdo desta hipdtese sdo necessarios estudos funcionais (interacdo

in vitro e in vivo) para verificar o efeito de bactérias do género Elizabethkingia sobre a infeccdo viral.

Cabe ressaltar que este género, dentre todos os principais encontrados neste trabalho, é o
género com o maior nimero de relatos da relevancia biolégica, uma vez que foi demonstrada sua
transmissdo horizontal e trans-estadial em mosquitos. Além disso, bactérias deste género foram
encontradas em tecidos ovarianos, podendo ser transmitida para os embribes, o que pode favorecer
sua utilizagdo para o desenvolvimento de estratégias de controle do mosquito baseadas em

simbiontes (Akhouayri et al., 2013).

Outro género encontrado com alta frequéncia, principalmente na amostra de Nedpolis
ingurgitada e ndo infectada com DENV (NEO-), foi Stenotrophomonas. Apesar de alguns estudos
terem relatado este género no intestino médio de Anopheles gambiae (Lindh et al., 2005) e de Culex
quinquefasciatus (Pidiyar et al., 2004), ndo encontramos na literatura outros relatos de mosquitos
com tamanha prevaléncia deste género em seu microbioma. Este género ja foi associado a outros
organismos, tais como carrapatos (Murrel et al., 2003), peixes (Furushita et al., 2005) e abelhas

(Evans et al., 2006), porém em uma proporcao inferior a obtida em nosso estudo.

83



Resultados e Discussdo

Sabe-se que o género Stenotrophomonas é frequentemente encontrado em um grande
numero de solos e ambientes aquaticos, os quais costumam ter grande variacdo entre diferentes
localidades. Isso sugere que os fatores ambientes (solo, ambiente aquatico) desempenham um papel
importante na colonizagao do intestino do mosquito com as bactérias encontradas em locais de
reproducdo ou durante a alimentac¢do (Chandel et al., 2013). Entretanto, a hipétese de contaminagéo
das populacdes durante a realizacdo do estudo ndo se aplica em nosso caso, uma vez que todos os
mosquitos ingurgitados da populagdo de Nedpolis (NEO+ e NEO-) foram criados ao mesmo tempo, no
mesmo reservatério de dgua e nas mesmas condi¢des (temperatura e humidade). O que justifica a
exclusdo dessa hipotese é o fato da grande diferenca na composi¢cdo microbiana, pois em caso de
contaminacdo por fatores ambientais, sendo que todas as amostras estavam no mesmo ambiente,
deveriam ter apresentado microbiomas similares, o que ndo aconteceu. Pelo mesmo motivo
podemos descartar a contaminacdo das amostras durante a preparacdo das etapas de PCR e
sequenciamento, pois todas as amostras foram processadas concomitantemente, com seus
respectivos controles negativos. E em caso de contaminagdo, todas deveriam ter apresentado o

mesmo perfil do microbioma.

O género Pseudomonas foi o terceiro de maior importancia para separacdo das amostras
estudadas, pois foi o mais prevalente na amostra NEO+ (populacdo de Nedpolis ingurgitada e
infectada com DENV). Apesar de alguns relatos sugerirem que se trata de um género muito comum
na microbiota de mosquitos (Culex e Anopheles principalmente) (Gonzalez-Ceron et al., 2003; Pidiyar
et al., 2004; Riehle & Jacobs-Lorena, 2005; Favia et al., 2007, Rani et al., 2009), em nosso trabalho
este género mostrou-se irregularmente distribuido, como ja mostrado por Osei-Poku e
colaboradores (2012), bem como sendo predominante em outros microbiomas (Chavshin et al.,

2012; Charan et al., 2013).

Ha relatos que bactérias do género Pseudomonas estdo associadas ao aumento da carga do

parasita no mosquito Culex quinquefasciatus apds a ingestdo de sangue (Pidiyar et al., 2004). Foi
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mostrado também que este género pode estar relacionado com o controle da competéncia vetorial
de mosquitos (Charan et al., 2013), o que poderia, em parte explicar a diferenca de suscetibilidade ao

DENV-4 entre os individuos NEO+ eNEO-.

Bahia e colaboradores (2014) demonstram que Pseudomonas putida interferiu com a
infeccdo do mosquito An. gambiae pelo Plasmodium falciparum, porém nao exerceu um bloqueio
completo, sugerindo que o mecanismo de inibicdo do Plasmodium exercido por P. putida possa

requerem a introducdao de um maior nimero de bactérias daquele isolado.

Entretanto, o possivel mecanismo anti-DENV ou antiparasitdrio das bactérias do género
Pseudomonas nao foi elucidado e ndo se sabe se a acdo é ligada a interacdo direta com o parasita, a
producdo de metabdlitos secunddrios antiparasitdrios e anti-DENV ou a ativacdo do sistema imune
do mosquito. Para o Plamoudium ensaios in vitro sugerem que a inibicdo do desenvolvimento deste
parasita por diversos isolados bacterianos incluindo P. putida podem ser mediados através de uma

interacdo direta com os parasitas ou da producdo de fatores inibitdrios (Bahia et al., 2014).

O género Asaia foi encontrado nas duas populagdes estudadas, entretanto apenas nas
amostras BTU+ e BTU— elas apresentaram quantidades representativamente diferentes entre si.
Boissiére e colaboradores (2012) relataram que Asaia é um dos principais géneros que compé&e o
intestino médio de mosquitos, porém ocorrendo com grande variabilidade individual entre

diferentes populagbes do género Anopheles.

Estudos realizados em An. stephensis com estirpes fluorescentes de Asaia demosntraram que
esta bactéria é transmitida verticalmente da méae para a prole (Crotti et al., 2009; Favia et al., 2007),
sofrendo também transmissdao paterna para a descendéncia, por transferéncia venérea do macho
para a fémea durante o acasalamento (Crotti et al., 2009; Damiani et al., 2008). Essa capacidade
permitiria investigar a base da interagdo especifica hospedeiro-simbionte e tendo elevado potencial
para o desenvolvimento de abordagens de bloqueio de transmissdao de microorganismos por insetos

vetores baseadas em bactérias desse género (Crotti et al, 2009). Embora ha relatos de estudos in
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vitro em que bactérias do género Asaia induzem a expressao de peptideos antimicrobianos em An.
stephensi e Drosophila (Capone et al.,, 2013), nossas analises ndo nos permitem tragar uma
associacdo direta entre a inducdo de AMPs nas amostras NEO+ e BTU+ e a presenca desta bactéria

nagueles individuos.

Nossos dados sugerem que as bactérias do género Elizabethkingia apesar de ndo serem as
mais prevalentes percentualmente em nossas amostras, foram as preponderantes para separar as
amostras de nosso estudo. Dentre todas as citadas, as que mais apresentam relatos sdo aquelas
relacionadas a esse género e, assim como na literatura, nossos resultados sugerem que esse género
pode estar relacionado com a maior resisténcia apresentada a infeccdo por DENV da populacdo de
Botucatu em relacdo a populacdo de Nedpolis. Contudo, esta hipdtese ainda necessita ser

devidamente avaliada e confirmada em experimentos futuros.
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6. Conclusao

O presente estudo traz informacles inéditas e relevantes sobre o perfil génico
diferencialmente expresso em mosquitos Aedes aegypti de diferentes populagGes naturais
(Botucatu-SP e Nedpolis-SE) sabidamente infectados ou nao infectados por DENV-4. Constatamos
que a populacdo de Botucatu apresentou maior resisténcia e teve seu perfil de expressao génica
pouco alterado apds a infeccdo dos mosquitos. J& a populacdo de Nedpolis, mais suscetivel,
apresentou maior modulacdo génica pds-infeccdo. Embora a analise do perfil de expressao indique
alguns genes imunes ligados a infec¢do, acreditamos que estes sdo apenas responsivos a infeccao,
mas nao responsaveis pelo controle do nivel de susceptibilidade das populacdes. Possivelmente que
os genes que codificam as proteinas digestivas Tripsinas, DEAD box e as TEPs estdo desempenhando
papel mais preponderante na determinacao da susceptibilidade das amostras de nosso estudo. De
acordo com nossos dados é ldgico, ainda, hipotetizar que as bactérias do género Elizabethkingia
estejam contribuindo para a elevada resisténcia da populacdo de Botucatu ao DENV. Contudo mais
estudos devem ser realizados, como por exemplo, estudos funcionais, para comprovacdo destes

achados.
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ANEXOS

Tabelas:

Tabela S1. Genes diferencialmente expressos na comparacao das amostras das replicatas
bioldgicas (BTU- (rep.bl) e BTU-(rep.b2)) da populagdo de Botucatu— SP ingurgitada e nao

infectada.

Gene ID Nome Fungao Log,Fold
AAELO00302 cysteinech venom protein DIV -5.0736
AAELO00363 cysteinech venom protein DIV -4.01526
AAELO00556  C-Type Lectin (CTL) IM 2.327283
AAEL000611 cecropin anti-microbial peptide IM 2.155222
AAEL000627 cecropin anti-microbial peptide IM 2.185811
AAEL000681 hypothetical protein FDD 3.283672
AAEL000726  fibrinogen and fibronectin IM 2.302621
AAEL000749 conserved hypothetical protein IM 2.437271
AAEL003053 allergen, putative DIV 3.040146
AAEL003053 allergen, putative DIV 2.131993
AAEL003182 Serine Protease Inhibitor (serpin) homologue IM 2.048496
AAEL003389 attacin anti-microbial peptide IM 3.172863
AAEL003843 hypothetical protein IM 4.306963
AAEL003862  histone H2A RTT -4.42999
AAEL005098 cysteinech venom protein, putative DIV -3.46646
AAEL006485 inosine-uridine preferring nucleoside hydrolase MET 2.016981
AAEL015515 cecropin anti-microbial peptide IM 2.767985
AAEL017590 Metazoan signal recognition particle RNA FDD 2.204111
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Tabela S2. Genes diferencialmente expressos nos mosquitos BTU+ em relagao aos BTU-.

Anexos

Gene ID Nome Fungao Log,fold
AAEL010848 conserved hypothetical protein IM 4.66
AAEL017597 28S_rRNA DIV 3.83
AAEL017683 28S_rRNA DIV 3.47
AAEL005759 conserved hypothetical protein DIV 3.32
AAEL007339 conserved hypothetical protein DIV 3.31
AAEL015515 cecropin anti-microbial peptide IM 3.24
AAEL017851 Small nucleolar RNA U3 DIV 3.08
AAEL017590 Metazoan signal recognition particle RNA DIV 2.72
AAEL000302 cysteinech venom protein, putative DIV 2.66
AAELO017811 RNase MRP DIV 241
AAEL003841 defensin anti-microbial peptide IM 2.17
AAEL018349 hypothetical protein DIV 2.03
AAEL018527 Metazoan signal recognition particle DIV 1.90
AAEL017380 hypothetical protein DIV 1.87
AAEL003832 defensin anti-microbial peptide IM 1.87
AAEL005212 hypothetical protein FDD 1.56
AAEL002889 hypothetical protein FDD 1.54
AAEL012927 hypothetical protein FDD 1.46
AAEL005192 hypothetical protein FDD 1.44
AAEL000621 cecropin anti-microbial peptide IM 1.28
AAEL003857 defensin anti-microbial peptide IM 1.07
AAEL014318 conserved hypothetical protein FDD 1.05
AAEL011542 metalloproteinase, putative PROT -1.44
AAELO07727 hypothetical protein FDD -2.12
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Tabela S3. Genes diferencialmente expressos nos mosquitos NEO+ em relagcao aos NEO-.

Gene ID Nome Funcgdo Log.fold
AAEL001690 serine-type enodpeptidase, putative PROT 6.30
AAEL002467 conserved hypothetical protein EC 5.73
AAEL000627 cecropin anti-microbial peptid IM 5.51
AAEL001392 hypothetical protein FDD 4.75
AAEL015515 cecropin anti-microbial peptide IM 4.67
AAEL005332 hypothetical protein FDD 4.66
AAEL018349 hypothetical protein DIV 4.56
AAEL008050 hypothetical protein FDD 4.54
AAEL003841 defensin anti-microbial IM 4.51
AAEL003857 defensin anti-microbial IM 4.48
AAEL007344 conserved hypothetical protein FDD 4.44
AAEL000611 cecropin anti-microbial peptide IM 4.20
AAEL005641 galactose-specific C-type lectin, putative IM 4.16
AAEL017380 hypothetical protein DIV 4.00
AAEL006971 conserved hypothetical protein FDD 3.90
AAEL008473 cysteinech venom protein, putative DIV 3.80
AAEL007599 cathepsin b IM 3.79
AAEL002559 conserved hypothetical protein DIV 3.72
AAELO012534 hypothetical protein FDD 3.68
AAEL001965 imaginal disc growth factor DIV 3.67
AAEL000859 hypothetical protein DIV 3.64
AAEL005431 clip-domain serine protease, putative IM 3.63
AAEL003821 hypothetical protein IM 3.53
AAEL012636 cytochrome b5, putative R/E/M 3.53
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AAEL001897

AAEL004894

AAEL003832

AAELO00551

AAELO08757

AAEL002889

AAEL017973

AAELO08607

AAEL005093

AAEL014349

AAEL014565

AAEL013284

AAEL000302

AAEL001794

AAEL015312

AAELO11641

AAEL012853

AAELO08936

AAEL007626

AAELO00957

AAEL012341

AAEL015639

AAEL014382

AAEL006576

AAEL013984

conserved hypothetical protein
hypothetical protein

defensin anti-microbial peptide
hypothetical protein

juvenile hormone esterase
hypothetical protein

heat shock protein HSP70

tep3

serine protease

serine protease

hypothetical protein

serine-type enodpeptidase, putative
cysteinech venom protein, putative
macroglobulin/complement
cathepsin b

transferrin

hypothetical protein

hypothetical protein

gram-negative bacteria binding protein
hypothetical protein

lysosomal acid lipase, putative
transferrin

galactose-specific C-type lectin, putative
clip-domain serine protease, putative

conserved hypothetical protein

Continuagdo Tabela S3

FDD

FDD

DIV
R/E/M
FDD

DIV

FDD
PROT

DIV

DIV

FDD

DIV

MET

3.49

3.44

3.43

3.43

3.27

3.21

3.13

3.06

3.00

2.95

2.90

2.90

2.88

2.86

2.82

2.81

2.79

2.78

2.78

2.75

2.74

2.72

2.69

2.67

2.67

112



Anexos

AAEL017325

AAEL008106

AAEL017345

AAEL000621

AAEL002848

AAELO03389

AAEL002610

AAELO01667

AAEL017023

AAEL000361

AAEL014914

AAEL000271

AAEL006594

AAEL000683

AAELO017334

AAELO12764

AAEL002560

AAEL012856

AAELO08097

AAEL009127

AAEL003114

AAEL005331

AAEL003816

AAEL009474

AAEL015458

AAEL000032

Clip-Domain Serine Protease family B
hypothetical protein

hypothetical protein

cecropin anti-microbial peptide
tubulin beta chain

attacin anti-microbial peptide

serine protease

multicopper oxidase

hypothetical protein

cysteinech venom protein, putative
conserved hypothetical protein
gamma-glutamyl hydrolase, putative
serine-type enodpeptidase, putative
conserved hypothetical protein
hypothetical protein

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein

trypsin-eta, putative

cytochrome P450

conserved hypothetical protein
hypothetical protein

hypothetical protein

peptidoglycan recognition protein-Ic isoform
transferrin

ribosomal protein S6

Continuagdo Tabela S3

FDD

FDD

DIV
FDD
DIV
DIV
MET
DIG
FDD
FDD
DIV
FDD
DIV
DIG
R/E/M
FDD
DIV

FDD

2.67

2.66

2.66

2.66

2.64

2.63

2.62

2.59

2.56

2.55

2.54

2.53

2.52

2.51

2.49

2.49

2.45

2.42

2.42

2.40

2.37

2.35

2.31

2.31

2.26

2.25
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AAEL011727

AAELO11622

AAEL000948

AAELO014004

AAEL002578

AAELO04090

AAEL001098

AAEL001818

AAELO08646

AAELO03434

AAEL003723

AAEL009985

AAELO05586

AAEL009904

AAEL005772

AAEL009459

AAELO001964

AAEL012571

AAELO13347

AAEL009645

AAEL017144

AAEL012702

AAELO00037

AAEL003505

AAEL010099

AAELO07778

conserved hypothetical protein

serine protease, putative

conserved hypothetical protein
clip-domain serine protease, putative
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
clip-domain serine protease, putative
conserved hypothetical protein
fibrinogen and fibronectin

alpha-amylase

lysozyme P, putative

conserved hypothetical protein

transient receptor potential channel 4, putative
conserved hypothetical protein
Odorant-binding protein 99c, putative
hypothetical protein

protein serine/threonine kinase, putative
conserved hypothetical protein
lethal(2)essential for life protein, 12efl
hypothetical protein

hypothetical protein

ATP-binding cassette sub-family A member 3, putative
serine protease

jun

4-nitrophenylphosphatase

leucinech transmembrane protein

Continuagdo Tabela S3

DIV

DIV

DIG

FDD

TRP

DIV

RQS

FDD

RQS

FDD

DIV

DIV

FDD

TRP

DIV

MET

2.24

2.23

2.23

2.23

2.20

2.17

2.15

2.15

2.13

2.12

2.12

2.12

2.11

2.05

2.04

2.03

2.01

2.00

1.98

1.98

1.96

1.94

1.93

1.92

1.92

1.91
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AAEL005432

AAELO03656

AAEL002295

AAEL003645

AAEL002301

AAEL006493

AAEL018691

AAEL004931

AAELO10168

AAEL007383

AAELO012357

AAEL012086

AAEL013223

AAELO08710

AAEL003889

AAEL012457

AAELO00834

AAELO017514

AAEL006883

AAEL002600

AAELO00317

AAEL013623

AAELO011551

AAEL001271

AAEL000363

AAELO08039

conserved hypothetical protein
hypothetical protein

leucinech transmembrane protein
stearoyl-coa desaturase

serine protease

hypothetical protein

rRNA

beta-hexosaminidase b

40S ribosomal protein S2

secreted ferritin G subunit precursor, putative
conserved hypothetical protein
hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein
gram-negative bacteria binding protein
alcohol dehydrogenase
dimethylaniline monooxygenase
hypothetical protein

conserved hypothetical protein
serine protease

cysteinech venom protein, putative
trypsin

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
cysteinech venom protein, putative

conserved hypothetical protein

Continuagdo Tabela S3

DIV

FDD

FDD

DIV

RTT

DIV

FDD

DIV

DIV

DIV

MET

DIV

FDD

RTT

DIV

DIG

FDD

FDD

DIV

FDD

1.90

1.89

1.88

1.84

1.83

1.82

1.82

1.81

1.81

1.80

1.78

1.78

1.77

1.77

1.74

1.73

1.72

1.70

1.67

1.67

1.65

1.64

1.56

1.55

1.55

1.55
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AAEL003066

AAEL009520

AAELO17536

AAEL003720

AAEL006518

AAELO17513

AAEL002130

AAEL011980

AAELO00074

AAEL013987

AAEL010867

AAELO03076

AAEL004591

AAEL005428

AAEL006096

AAELO06674

AAEL005192

AAEL001471

AAEL003345

AAELO03877

AAELO012644

AAEL002280

AAEL005673

AAELO013047

AAEL004067

brain chitinase and chia
hypothetical protein

holotricin

leucinech transmembrane protein
cytidine deaminase, putative

hypothetical protein

ecdysone inducible protein L2, putative

hypothetical protein

serine protease

conserved hypothetical protein
serine protease
glucosyl/glucuronosyl transferases
hypothetical protein

conserved hypothetical protein
Gelsolin precursor

clip-domain serine protease, putative
hypothetical protein

hypothetical protein
argininosuccinate lyase

ubiquitin

conserved hypothetical protein
ctl2

serine protease inhibitor, serpin

sphingolipid delta 4 desaturase/c-4 hydroxylase protein

des2

mitochondrial benzodiazepine receptor, putative

Continuagao Tabela S3

MET

DIV

DIV
FDD
DIV

DIV

MET
FDD
FDD

DIV

FDD
DIV
DIV
DIV
EC

TRP

MET

R/E/M

1.54

1.53

1.53

1.52

1.49

1.48

1.48

1.45

1.45

1.44

1.43

1.42

1.42

1.39

1.38

1.37

1.35

1.34

1.32

1.25

1.23

1.21

1.21

1.18

1.17
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AAEL004498

AAEL003844

AAEL004809

AAEL000102

AAEL004278

AAEL005179

AAEL002595

AAEL009629

AAEL012069

AAELO013341

AAEL002175

AAEL010139

AAEL011180

AAEL013875

AAEL017211

AAEL003862

AAEL010228

AAEL006423

AAEL003849

AAEL006759

AAEL013402

AAEL014893

AAELO03596

AAELO08330

AAEL003182

AAEL015447

hypothetical protein

galectin

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein

serine protease

endoU protein, putative
glutathione peroxidase
lethal(2)essential for life protein, 12efl
conserved hypothetical protein
serine protease, putative
conserved hypothetical protein
tetraspanin, putative

cecropin anti-microbial peptide
histone h2a

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
cytochrome P450

hypothetical protein

hexaprenyldihydroxybenzoate methyltransferase

SERPIN1 protein precursor, putative

hypothetical protein

Continuagdo Tabela S3

FDD

FDD
DIV
DIV

FDD

DIV
R/E/M
DIV

DIV

FDD

TRP

RTT
FDD

DIV

DIV
FDD
R/E/M
FDD

MET

DIV

1.15

1.11

1.11

1.11

1.11

1.11

1.08

1.08

1.07

1.05

1.04

1.04

1.01

1.00

-1.01

-1.03

-1.04

-1.07

-1.08

-1.08

-1.10

-1.10

-1.10

-1.11

-1.12

-1.14
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AAEL007394

AAEL015052

AAELO07818

AAELO04555

AAEL010242

AAELO11638

AAEL015051

AAEL011542

AAEL003053

AAEL012144

AAEL010787

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
trypsin

hypothetical protein

conserved hypothetical protein
cyclic-nucleotide-gated cation channel
glycoside hydrolases
metalloproteinase, putative

allergen, putative

cytochrome P450

DEAD box ATP-dependent RNA helicase

FDD

FDD

DIG

FDD

DIV

TRP

MET

PROT

DIV

R/E/M

RTT

-1.15

-1.15

-1.23

-1.27

-1.33

-1.35

-1.50

-1.68

-1.81

-2.73

-3.08

Continuagdo Tabela S3
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Tabela S4. Genes diferencialmente expressos nos mosquitos NEO- em relagdo aos BTU-.

Anexos

Gene ID Nome Fungcdo Log,fold
AAEL003750 conserved hypothetical protein DIV 5.74
AAEL013716 conserved hypothetical protein DIV 5.18
AAEL006759 hypothetical protein DIV 4.80
AAEL007262 hypothetical protein DIV 4.66
AAEL013997 guanine nucleotide-binding protein beta 3 (g protein beta3) DIV 4.41
AAEL008263 conserved hypothetical protein DIV 4.36
AAEL009885 hypothetical protein RTT 3.52
AAEL007606 hypothetical protein FDD 3.41
AAEL002134 conserved hypothetical protein FDD 3.34
AAEL015379 conserved hypothetical protein FDD 3.15
AAEL010519 succinate dehydrogenase, putative TRP 3.02
AAEL011160 predicted protein FDD 3.00
AAEL018047 hypothetical protein FDD 2.96
AAEL004555 hypothetical protein FDD 2.94
AAELO08093 trypsin DIG 2.82
AAEL007327 cornichon protein, putative DIV 2.70
AAEL002076 outer mitochondrial translocase subunit, putative DIV 2.63
AAEL008781 serine-type enodpeptidase, putative DIG 2.43
AAEL008260 hypothetical protein DIV 2.42
AAEL018702 hypothetical protein FDD 2.35
AAEL005585 hypothetical protein DIV 2.28
AAEL008191 predicted protein DIV 2.22
AAEL009023 conserved hypothetical protein DIV 2.19
AAEL008894 conserved hypothetical protein FDD 2.11
AAEL000795 ubiquitin DIV 2.09
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AAEL004134

AAELO013974

AAELO011414

AAELO13899

AAELO015051

AAEL002365

AAELO13009

AAELO10161

AAEL007928

AAEL008266

AAEL015249

AAEL009255

AAELO03053

AAELO17507

AAELO07870

AAEL010486

AAEL003989

AAEL010294

AAEL010160

AAEL015052

AAEL006408

AAELO00804

AAEL004899

AAELO08330

AAEL008276

AAELO08310

lupus la ribonucleoprotein

conserved hypothetical protein

high mobility group non-histone protein, putative
protease m1 zinc metalloprotease

glycoside hydrolases

hypothetical protein

cytochrome c oxidase subunit iv

conserved hypothetical protein

eukaryotic translation initiation factor 4 gamma
hypothetical protein

sulfate transporter

hypothetical protein

allergen, putative

hypothetical protein

hypothetical protein

viral IAP-associated factor, putative
GTP-binding protein alpha subunit, gna
membrane-associated guanylate kinase (maguk)
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

hypothetical protein
hexaprenyldihydroxybenzoate methyltransferase
hypothetical protein

hypothetical protein

Continuagdo Tabela S4

DIV
DIV
MET
PROT
MET
DIV
R/E/M
FDD
RTT
RTT
TRP
FDD
DIV
FDD
FDD
TRP
DIV
TRP
FDD
FDD
RQS
FDD
DIV
MET
DIV

DIV

2.06

1.99

1.97

1.95

1.92

1.90

1.89

1.87

1.83

1.83

1.79

1.76

1.75

1.69

1.66

1.61

1.58

1.58

1.52

1.52

1.51

1.43

1.42

1.42

1.41

1.40
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AAEL002495

AAEL009985

AAELO06575

AAELO03734

AAELO010611

AAEL003663

AAEL003404

AAEL005482

AAEL014924

AAELO13344

AAEL006425

AAEL000348

AAELO11264

AAELO05884

AAEL000294

AAEL010016

AAEL014748

AAELO012339

AAEL012200

AAEL012026

AAEL002737

AAELO05958

AAEL011999

AAEL010174

AAEL013402

AAELO014516

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
troponin C

aconitase, mitochondrial

conserved hypothetical protein
hypothetical protein

hypothetical protein

conserved hypothetical protein
cytochrome P450

lethal(2)essential for life protein, 12efl
trypsin

conserved hypothetical protein
phosphatidylethanolamine-binding protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein

DNA repair protein rad50

cdkl

protein kinase C inhibitor, putative

translation initiation factor 5C, putative

cytochrome c oxidase, subunit VIIC, putative

oxidoreductase

histone H4

conserved hypothetical protein
hypothetical protein

metalloproteinase, putative

Continuagdo Tabela S4

DIV
FDD
DIV
R/E/M
DIV
FDD

FDD

R/E/M
DIV
DIG
FDD
DIV
DIV
DIV
FDD
RTT
DIV
DIV
RTT
R/E/M
R/E/M
RTT
FDD
FDD

PROT

1.38

1.37

1.33

1.33

1.32

1.32

1.31

1.31

1.26

1.24

1.23

1.22

1.19

1.18

1.18

1.17

1.17

1.16

1.15

1.14

1.10

1.10

1.09

1.08

1.07

1.07

121



Anexos

AAEL013703

AAELO06000

AAEL007549

AAEL012976

AAELO06575

AAELO017211

AAELO01767

AAELO06053

AAELO00068

AAEL003203

AAEL014816

AAEL005721

AAEL005331

AAEL009151

AAEL003832

AAEL002036

AAEL001420

AAEL001748

AAELO013596

AAELO13641

AAEL010873

AAELO012154

AAEL014188

AAEL001964

AAEL004401

AAELO00516

trypsin

conserved hypothetical protein
phosphatidylethanolamine-binding protein
hypothetical protein

troponin C

cecropin anti-microbial peptide
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

ribosomal protein S25, putative

fatty acid desaturase, putative
hypothetical protein

conserved hypothetical protein
hypothetical protein

30S ribosomal protein S8

defensin anti-microbial peptide
hypothetical protein

conserved hypothetical protein
hypothetical protein

phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit
conserved hypothetical protein
hypothetical protein

2,3-cyclic-nucleotide 2-phosphodiesterase
serine-type enodpeptidase, putative
protein serine/threonine kinase, putative
peroxinectin

Juvenile hormone-inducible protein, putative

Continuagdo Tabela S4

DIG

FDD

DIV

DIV

DIV

FDD

FDD

RTT

MET

FDD

DIV

DIV

RTT

FDD

DIV

DIV

DIV

FDD

DIV

RTT

DIG

RQS

DIV

1.06

1.06

1.05

1.04

1.04

1.04

1.03

1.00

-1.04

-1.04

-1.05

-1.07

-1.08

-1.08

-1.09

-1.10

-1.10

-1.16

-1.17

-1.21

-1.21

-1.23

-1.24

-1.26

-1.27

-1.28
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AAEL014001 yellow protein precursor, putative DIV -1.29

AAEL014489 D-tyrosyl-tRNA(Tyr) deacylase DIV -1.29
AAEL009617 67 kDa polymerase-associated factor PAF67, putative DIV -1.29
AAEL014292 40S ribosomal protein S24 RTT -1.29
AAEL004547 conserved hypothetical protein DIV -1.30
AAEL014693 conserved hypothetical protein FDD -1.32
AAEL007842 conserved hypothetical protein DIV -1.36
AAEL005772 Odorant-binding protein 99¢, putative RQS -1.39
AAEL017119 hypothetical protein FDD -1.40
AAEL007383 secreted ferritin G subunit precursor, putative DIV -1.40
AAEL000046 conserved hypothetical protein FDD -1.42
AAEL012666 phosphatidylethanolamine-binding protein DIV -1.45
AAEL002889 hypothetical protein FDD -1.46
AAEL001852 conserved hypothetical protein DIV -1.46
AAELO08096 mitochondrial ornithine transporter R/E/M -1.49
AAEL008829 conserved hypothetical protein DIV -1.51
AAELO014607 cytochrome P450 R/E/M -1.51
AAEL002497 hypothetical protein FDD -1.53
AAEL003864 conserved hypothetical protein FDD -1.55
AAEL012856 hypothetical protein DIV -1.57
AAEL007669 oxidoreductase R/E/M -1.59
AAEL000804 conserved hypothetical protein FDD -1.62
AAEL012348 splicing factor 3a RTT -1.62
AAELO05577 conserved hypothetical protein DIV -1.63
AAEL013827 hypothetical protein DIV -1.65
AAEL014609 cytochrome P450 R/E/M -1.67

Continuagdo Tabela S4
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AAEL011075

AAEL009459

AAEL004498

AAEL002993

AAELO03004

AAEL007133

AAEL009454

AAELO011773

AAEL009949

AAEL004101

AAELO11119

AAEL000961

AAEL007182

AAELO01667

AAEL004805

AAEL009401

AAELO012644

AAEL013623

AAELO17334

AAEL013783

AAEL009436

AAEL002917

AAELO00032

AAEL003763

AAEL001828

AAEL014045

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

39S ribosomal protein L43
hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
calreticulin

homeotic antennapedia protein, putative
hypothetical protein
hypothetical protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein

multicopper oxidase

potassium-dependent sodium-calcium exchanger, putative

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein

trypsin

hypothetical protein

protein farnesyltransferase alpha subunit
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
ribosomal protein S6

cytochrome P450

hypothetical protein

allantoicase

Continuagdo Tabela S4

FDD
FDD
FDD
RTT
DIV
FDD
DIV
DIV
RTT
DIV
FDD
DIV
DIV
DIV
TRP
FDD
EC
DIG
FDD

DIV

DIV
RTT
R/E/M
FDD

DIV

-1.71

-1.71

-1.73

-1.75

-1.78

-1.79

-1.80

-1.82

-1.84

-1.90

-1.93

-1.95

-1.98

-1.99

-2.03

-2.08

-2.17

-2.17

-2.20

-2.21

-2.33

-2.34

-2.37

-2.39

-2.39

-2.45
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AAEL012457 alcohol dehydrogenase MET -2.48

AAEL003787 conserved hypothetical protein DIV -2.52
AAEL014664 AMP dependent coa ligase MET -2.57
AAEL013944 hypothetical protein FDD -2.57
AAEL007703 conserved hypothetical protein FDD -2.57
AAEL014215 nicotinate phosphoribosyltransferase MET -2.68
AAEL012694 Juvenile hormone-inducible protein, putative DIV -2.76
AAEL012138 24-dehydrocholesterol reductase R/E/M -2.89
AAEL014374 hypothetical protein PROT -2.92
AAEL003443 threonine dehydrogenase DIV -2.94
AAEL013064 tubulin gamma chain EC -3.05
AAELO14617 cytochrome P450 R/E/M -3.19
AAEL010751 methylenetetrahydrofolate dehydrogenase MET -3.20
AAEL017268 hypothetical protein FDD -3.35
AAEL015285 conserved hypothetical protein FDD -3.37
AAEL017358 hypothetical protein FDD -3.43
AAEL013946 conserved hypothetical protein DIV -3.50
AAELO012534 hypothetical protein FDD -3.58
AAEL000183 hypothetical protein FDD -3.71
AAEL014813 viral IAP-associated factor, putative TRP -3.75
AAEL002612 hypothetical protein R/E/M -3.76
AAELO014755 tep2 IM -4.27

Continuagdo Tabela S4
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Tabela S5. Genes diferencialmente expressos nos mosquitos NEO+ em relagdao aos BTU+.

Gene ID Nome Fungdo Log,fold
AAEL001690 serine-type enodpeptidase, putative PROT 8.65
AAEL007262 hypothetical protein DIV 5.15
AAEL013350 heat shock protein 26kD, putative R/E/M 4.80
AAEL003750 conserved hypothetical protein DIV 4.20
AAEL002076 outer mitochondrial translocase subunit, putative DIV 4.07
AAEL008263 conserved hypothetical protein DIV 4.03
AAEL002467 conserved hypothetical protein EC 3.82
AAEL000683 conserved hypothetical protein FDD 3.81
AAEL000627 cecropin anti-microbial peptide IM 3.79
AAEL013438 LIM domain-binding protein 3, putative DIV 3.78
AAEL003862 histone h2a RTT 3.76
AAEL015312 cathepsin b IM 3.73
AAEL009985 conserved hypothetical protein FDD 3.72
AAEL005432 conserved hypothetical protein DIV 3.68
AAEL013974 conserved hypothetical protein DIV 3.65
AAEL009023 conserved hypothetical protein DIV 3.64
AAEL014561 conserved hypothetical protein DIV 3.60
AAEL000859 hypothetical protein DIV 3.54
AAEL006759 hypothetical protein DIV 3.48
AAEL015379 conserved hypothetical protein FDD 3.43
AAEL008607 tep3 IM 3.33
AAEL003857 conserved hypothetical protein IM 3.30
AAEL003843 hypothetical protein IM 3.19
AAEL008781 serine-type enodpeptidase, putative DIG 3.18
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AAEL007344

AAEL003821

AAELO11641

AAEL001965

AAELO13716

AAELO13347

AAEL013284

AAEL017973

AAELO06576

AAEL012636

AAEL005332

AAELO00551

AAEL015616

AAELO012357

AAEL002560

AAEL017325

AAEL013984

AAEL010294

AAELO05536

AAEL008473

AAELO00957

AAEL009844

AAEL002848

AAELO08050

AAEL001897

AAEL003434

conserved hypothetical protein
hypothetical protein

transferrin

imaginal disc growth factor
conserved hypothetical protein
lethal(2)essential for life protein, 12efl
serine-type enodpeptidase, putative
heat shock protein

clip-domain serine protease, putative
cytochrome b5, putative
hypothetical protein

hypothetical protein

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
Clip-Domain Serine Protease

conserved hypothetical protein

membrane-associated guanylate kinase (maguk)

tetraspanin 29fb

cysteinech venom protein, putative
hypothetical protein

conserved hypothetical protein
tubulin beta chain

hypothetical protein

conserved hypothetical protein

alpha-amylase
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DIV
DIV
DIV
PROT

DIV

R/E/M
FDD
DIV
FDD
FDD

FDD

FDD
TRP
DIV
DIV
DIV
FDD
EC
FDD
FDD

DIG

3.17

3.16

3.12

3.09

3.06

3.03

2.97

2.95

2.95

2.92

291

2.87

2.86

2.85

2.80

2.77

2.76

2.76

2.73

2.69

2.67

2.64

2.64

2.61

2.59

2.59
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AAEL006585

AAEL015601

AAELO015639

AAELO08106

AAELO013401

AAEL017345

AAEL003873

AAEL009904

AAEL014891

AAEL003914

AAELO05093

AAEL013009

AAELO11067

AAEL011980

AAEL004591

AAELO07727

AAEL015012

AAEL014608

AAEL000948

AAELO05586

AAEL001953

AAEL007626

AAELO10161

AAEL003986

AAEL0O03889

predicted protein
tryptophanyl-tRNA synthetase
transferrin

hypothetical protein

kinesin heavy chain

hypothetical protein
glycerol-3-phosphate dehydrogenase
conserved hypothetical protein
cytochrome P450

calcium/calmodulin-dependent serine protein kinase
membrane-associated guanylate kinase (cask)

serine protease

cytochrome c oxidase subunit iv
tubulin-specific chaperone, putative
hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

cytochrome P450

conserved hypothetical protein
transient receptor potential channel 4, putative
conserved hypothetical protein
gram-negative bacteria binding protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein

gram-negative bacteria binding protein

Continuagdo Tabela S5

FDD

MET

FDD
EC
FDD
MET
DIV
R/E/M

DIV

R/E/M
EC
DIV
FDD
FDD
FDD
R/E/M
FDD
TRP

FDD

FDD

DIV

2.58

2.57

2.50

2.50

2.49

2.46

2.46

2.45

2.45

2.43

2.40

2.39

2.39

2.38

2.38

2.36

2.35

2.34

2.33

2.32

2.32

2.26

2.24

2.22

2.20
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AAEL013027

AAELO07606

AAEL005482

AAELO00037

AAEL002134

AAELO06096

AAEL002578

AAELO09885

AAELO08936

AAEL005293

AAEL018691

AAEL017513

AAELO03656

AAELO08093

AAEL012702

AAEL001927

AAEL012098

AAELO03114

AAEL012995

AAEL015244

AAEL008260

AAEL014565

AAEL017380

AAELO03066

AAEL001082

AAEL005179

conserved hypothetical protein
hypothetical protein
conserved hypothetical protein
serine protease

conserved hypothetical protein
Gelsolin precursor

conserved hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

galectin

rRNA

hypothetical protein
hypothetical protein

trypsin

ATP-binding cassette sub-family A member 3, putative
hypothetical protein

synaptic vesicle protein
conserved hypothetical protein
enhancer of zeste, ezh

splicing factor 3a

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

brain chitinase and chia
conserved hypothetical protein

hypothetical protein

Continuagdo Tabela S5

FDD

FDD

FDD

DIV

TRP

RTT

FDD

DIV

FDD

FDD

DIG

TRP

FDD

DIV

FDD

MET

RTT

DIV

FDD

DIV

MET

FDD

FDD

2.17

2.17

2.17

2.16

2.15

2.14

2.13

2.13

2.10

2.10

2.10

2.09

2.09

2.06

2.06

2.05

2.01

1.99

1.98

1.96

1.96

1.95

1.94

1.94

1.94

1.93
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AAEL005431

AAELO10099

AAEL013899

AAELO011999

AAELO18047

AAEL002737

AAEL006493

AAELO11551

AAEL000361

AAEL000392

AAEL004090

AAEL010180

AAEL003816

AAEL002295

AAELO05656

AAELO00834

AAELO08757

AAELO08884

AAEL004249

AAELO06674

AAEL008266

AAELO07728

AAELO017144

AAEL000102

AAEL012856

AAEL010174

clip-domain serine protease, putative
4-nitrophenylphosphatase

protease m1 zinc metalloprotease
histone H4

hypothetical protein

cytochrome c oxidase, subunit VIIC, putative
hypothetical protein

conserved hypothetical protein
cysteinech venom protein, putative
alpha-amylase

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein

leucinech transmembrane protein

myosin heavy chain, nonmuscle or smooth muscle

dimethylaniline monooxygenase
juvenile hormone esterase
hypothetical protein

conserved hypothetical protein
clip-domain serine protease, putative
hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

conserved hypothetical protein
hypothetical protein

conserved hypothetical protein

Continuagdo Tabela S5

MET
PROT
RTT
FDD
R/E/M
FDD
FDD
DIV
DIG
FDD
FDD

FDD

EC
DIV
R/E/M
FDD

FDD

RTT
R/E/M
FDD
DIV
DIV

FDD

1.93

1.92

1.92

1.88

1.87

1.87

1.85

1.85

1.85

1.82

1.82

1.82

1.82

1.81

1.81

1.80

1.79

1.78

1.78

1.78

1.77

1.76

1.76

1.75

1.75

1.75
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AAEL002495

AAEL010160

AAEL013223

AAELO08646

AAEL014004

AAELO17507

AAELO00795

AAELO10164

AAEL001794

AAEL005673

AAELO03877

AAELO06000

AAEL004051

AAEL014914

AAEL014349

AAEL005641

AAEL004382

AAEL012099

AAEL001928

AAEL012207

AAEL006971

AAEL001098

AAEL001390

AAEL002600

AAEL001091

AAEL002610

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein

fibrinogen and fibronectin
clip-domain serine protease, putative
hypothetical protein

ubiquitin

conserved hypothetical protein
macroglobulin/complement

serine protease inhibitor, serpin
ubiquitin

conserved hypothetical protein
hypothetical protein

conserved hypothetical protein
serine protease

galactose-specific C-type lectin, putative
conserved hypothetical protein
protease m1 zinc metalloprotease
actin

myosin light chain 1, putative
conserved hypothetical protein
clip-domain serine protease, putative
conserved hypothetical protein
serine protease

malic enzyme

serine protease

Continuagdo Tabela S5

DIV

FDD

DIV

DIV

FDD

DIV

FDD

DIV

FDD

DIV

DIV

DIV

PROT

EC

EC

FDD

1.75

1.74

1.74

1.74

1.73

1.73

1.69

1.68

1.67

1.67

1.66

1.65

1.64

1.64

1.63

1.63

1.63

1.62

1.62

1.61

1.60

1.60

1.59

1.59

1.58

1.58
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AAEL001490

AAELO010884

AAELO07408

AAEL009645

AAEL002886

AAELO03734

AAEL004931

AAEL003663

AAELO05667

AAEL000726

AAEL010611

AAEL002776

AAEL003934

AAEL001392

AAEL003720

AAEL012900

AAEL002764

AAEL008801

AAELO13146

AAELO013613

AAEL018349

AAELO08039

AAEL001429

AAEL003505

AAEL008844

acylphosphatase, putative
adp,atp carrier protein

conserved hypothetical protein
hypothetical protein

thioredoxin reductase

aconitase, mitochondrial
beta-hexosaminidase b
hypothetical protein

LIM domain-binding protein, putative
fibrinogen and fibronectin
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein

leucinech transmembrane protein
conserved hypothetical protein

dihydrolipoamide succinyltransferase component of 2-
oxoglutarate dehydrogenase

conserved hypothetical protein
mfs transporter

pyruvate dehydrogenase
hypothetical protein
conserved hypothetical protein
amino acid transporter

jun

calcium-binding protein, putative

Continuagdo Tabela S5

DIV
TRP
DIV
DIV
R/E/M
R/E/M
DIV
FDD

DIV

DIV
FDD
FDD

FDD

FDD

DIV

FDD
TRP
DIV
DIV
FDD
TRP
DIV

DIV

1.58

1.55

1.53

1.53

1.53

1.52

1.51

1.50

1.50

1.50

1.47

1.47

1.46

1.46

1.46

1.45

1.43

1.43

1.42

1.42

1.41

1.40

1.39

1.39

1.39
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AAEL011741

AAEL006883

AAELO01864

AAELO011588

AAELO012311

AAEL012571

AAELO015458

AAELO08710

AAEL000271

AAEL004120

AAEL001998

AAEL015076

AAEL011884

AAEL010867

AAEL007371

AAELO011414

AAEL003593

AAEL005331

AAELO017514

AAEL005772

AAEL001271

AAEL014382

AAEL012086

AAEL000302

AAEL013341

glutathione s-transferase

conserved hypothetical protein

Eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein

(4EBP)

conserved hypothetical protein
vitellogenin, putative

conserved hypothetical protein
transferrin

hypothetical protein

gamma-glutamyl hydrolase, putative
Niemann-Pick Type C-2, putative
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein

serine protease

hypothetical protein

high mobility group non-histone protein, putative
hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

Odorant-binding protein 99c, putative
conserved hypothetical protein
galactose-specific C-type lectin, putative
hypothetical protein

cysteinech venom protein, putative

lethal(2)essential for life protein, |12efl

Continuagdo Tabela S5

R/E/M

RTT

RTT

FDD

MET

FDD

DIV

MET

FDD

DIV

FDD

FDD

MET

RQS

DIV

FDD

RQS

FDD

DIV

DIV

DIV

1.38

1.38

1.38

1.38

1.38

1.36

1.36

1.35

1.34

1.34

1.33

1.32

1.31

1.29

1.29

1.29

1.29

1.28

1.28

1.27

1.27

1.27

1.26

1.25

1.25
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AAEL008485

AAELO01134

AAEL006719

AAELO07778

AAEL009910

AAELO10850

AAEL015524

AAELO06575

AAEL006575

AAELO05766

AAEL013628

AAEL012552

AAELO13458

AAEL002283

AAEL010183

AAEL002263

AAEL006053

AAEL005153

AAEL004555

AAEL006485

AAELO08454

AAEL009629

AAEL017179

AAEL006721

AAEL003645

AAELO08887

conserved hypothetical protein
methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase
alpha-amylase

leucinech transmembrane protein
conserved hypothetical protein
troponinii

3-hydroxyacyl-coa dehyrogenase
troponin C

troponin C

fructose-bisphosphate aldolase
trypsin-eta, putative

NADH-ubiguinone oxidoreductase

glutamine synthetase 1, 2 (glutamate-amonia ligase) (gs)

hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
inosine-uridine preferring nucleoside hydrolase
conserved hypothetical protein
endoU protein, putative
hypothetical protein
2-oxoglutarate dehydrogenase
stearoyl-coa desaturase

cytochrome c oxidase,-subunit VIb, putative

Continuagdo Tabela S5

FDD
DIV

DIG

DIV
DIV
MET
DIV
DIV
DIV
DIG
R/E/M
MET
DIV
FDD
FDD
FDD
FDD
FDD
MET
DIV
DIV
FDD
R/E/M
DIV

R/E/M

1.24

1.23

1.23

1.22

1.22

1.22

1.22

1.21

1.21

1.20

1.19

1.19

1.19

1.19

1.19

1.18

1.18

1.16

1.15

1.15

1.14

1.12

1.11

1.09

1.09

1.09
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AAEL009520

AAELO14516

AAEL010479

AAEL007681

AAELO011184

AAEL009081

AAEL011180

AAELO01964

AAEL004060

AAEL004278

AAEL002130

AAEL008274

AAELO11197

AAEL002813

AAEL009670

AAEL013875

AAEL002280

AAEL014932

AAEL002381

AAEL012457

AAEL011532

AAELO012154

AAEL007939

AAELO05307

AAEL005849

AAEL002993

hypothetical protein

metalloproteinase, putative

sugar transporter

NADH-ubiquinone oxidoreductase flavoprotein 1 (ndufv1)
mitochondrial phosphate carrier protein
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

protein serine/threonine kinase, putative
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

ecdysone inducible protein L2, putative
conserved hypothetical protein

actin

coupling factor, putative

lysozyme P, putative

tetraspanin, putative

ctl2

transcription factor btf3

conserved hypothetical protein

alcohol dehydrogenase

hypothetical protein

2,3-cyclic-nucleotide 2-phosphodiesterase
conserved hypothetical protein
aminoacyl-tRNA synthetase auxiliary protein, 43kD, putative
synaptic vesicle protein

39S ribosomal protein L43

Continuagdo Tabela S5

DIV
PROT
TRP
R/E/M
R/E/M
FDD
FDD
RQS
R/E/M
DIV
DIV
FDD
EC

R/E/M

TRP
TRP
RTT
DIV
MET
FDD
RTT
DIV
RTT
DIV

RTT

1.09

1.09

1.08

1.07

1.07

1.06

1.06

1.06

1.05

1.05

1.05

1.05

1.03

1.03

1.03

1.03

1.01

1.00

-1.04

-1.06

-1.06

-1.08

-1.08

-1.11

-1.11

-1.12
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AAEL014292

AAEL009882

AAEL005129

AAELO13641

AAEL017302

AAEL009227

AAEL017320

AAELO11686

AAEL003004

AAEL014001

AAEL011773

AAEL001852

AAEL014693

AAELO012666

AAEL004805

AAEL000823

AAEL008139

AAEL013581

AAEL001442

AAELO14366

AAELO11136

AAEL005956

AAEL010146

AAELO05577

AAELO011119

40S ribosomal protein S24
retinoblastoma-binding protein 4 (rbbp4)
40S ribosomal protein S30

conserved hypothetical protein
hypothetical protein

kinesin heavy chain

hypothetical protein

starch branching enzyme ii

hypothetical protein

yellow protein precursor, putative
calreticulin

conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein
phosphatidylethanolamine-binding protein
potassium-dependent sodium-calcium exchanger, putative
ribosomal protein L35A, putative
conserved hypothetical protein
valacyclovir hydrolase

map-kinase activating death domain protein
(madd)/denn/aex-3(c.elegans)

conserved hypothetical protein
arsenical pump-driving atpase
Caspase-3 precursor
3-hydroxyacyl-coa dehyrogenase
conserved hypothetical protein

hypothetical protein

Continuagdo Tabela S5

RTT

R/E/M

RTT

FDD

FDD

EC

FDD

MET

DIV

DIV

DIV

DIV

FDD

DIV

TRP

RTT

FDD

MET

DIV

FDD

TRP

MET

DIV

FDD

-1.15

-1.16

-1.20

-1.20

-1.21

-1.22

-1.24

-1.26

-1.28

-1.34

-1.34

-1.37

-1.39

-1.44

-1.46

-1.49

-1.50

-1.50

-1.50

-1.50

-1.52

-1.55

-1.56

-1.58

-1.58
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AAEL002497

AAEL015450

AAELO11535

AAELO07703

AAELO00804

AAELO00804

AAELO08049

AAEL009131

AAEL012348

AAEL014893

AAEL017811

AAEL007669

AAEL011075

AAEL003389

AAELO18527

AAEL012927

AAEL009046

AAELO08798

AAEL000183

AAEL009124

AAEL006048

AAEL017851

AAELO07339

AAEL011491

AAEL012650

AAELO011297

hypothetical protein

ribonuclease UK114, putative
wdpeat protein

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein

cytochrome P450

splicing factor 3a

cytochrome P450

RNase MRP

oxidoreductase

hypothetical protein

attacin anti-microbial peptide
Metazoan signal recognition particle RNA
hypothetical protein

hypothetical protein

conserved hypothetical protein
hypothetical protein

cytochrome P450

interleukin enhancer binding factor
Small nucleolar RNA U3

conserved hypothetical protein
Odorant-binding protein 50d, putative
conserved hypothetical protein

hypothetical protein

Continuagdo Tabela S5

FDD
RTT
DIV
FDD
FDD
FDD
DIV
R/E/M
RTT
R/E/M
DIV
R/E/M

FDD

DIV
FDD
FDD
DIV
FDD
R/E/M
DIV
DIV
DIV
RQS
EC

FDD

-1.60

-1.67

-1.68

-1.78

-1.92

-1.92

-1.97

-2.00

-2.02

-2.13

-2.13

-2.27

-2.30

-2.37

-2.37

-2.40

-2.45

-2.45

-2.46

-2.47

-2.67

-2.70

-2.71

-2.77

-2.82

-2.83
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AAEL014813

AAEL014755

AAEL009949

AAELO13064

AAELO014607

AAEL014609

AAELO14617

AAELO00364

AAEL006328

AAELO14616

AAEL017268

AAEL015005

AAELO014374

AAELO17678

AAELO017778

AAEL006393

AAEL006398

AAELO05606

AAELO05508

AAEL008799

AAELO17597

AAEL001054

AAEL017590

AAEL017683

AAEL015285

AAEL004130

viral IAP-associated factor, putative

tep2

homeotic antennapedia protein, putative

tubulin gamma chain
cytochrome P450

cytochrome P450

cytochrome P450

glycine cleavage system h protein
conserved hypothetical protein
cytochrome P450

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

U4 spliceosomal RNA

odorant binding protein OBP28
odorant binding protein OBP32

conserved hypothetical protein

NADH-ubiquinone oxidoreductase 24 kda subunit

hypothetical protein
28S_rRN

glutathione-s-transferase theta, gst

Metazoan signal recognition particle RNA

28S_rRN
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein

Continuagdo Tabela S5

TRP

RTT
EC
R/E/M
R/E/M
R/E/M
MET
EC
R/E/M
FDD
DIV
PROT
FDD
FDD
RQS
RQS
FDD
R/E/M
FDD
DIV
R/E/M
DIV
DIV
FDD

DIV

-2.87

-3.07

-3.14

-3.14

-3.15

-3.18

-3.21

-3.24

-3.25

-3.29

-3.32

-3.33

-3.36

-3.54

-3.56

-3.62

-3.72

-3.79

-3.83

-3.87

-3.93

-4.22

-4.26

-4.33

-4.40

-4.44
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AAEL010872

AAEL006396

AAEL010848

AAEL006385

AAEL003511

AAELO13129

AAELO07552

AAELO07096

AAELO017197

AAEL017502

AAEL017231

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
salivary gland secretion, putative
hypothetical protein

conserved hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

hypothetical protein

RQS

RQS

RQS

RQS

DIV

FDD

FDD

FDD

FDD

Anexos

-4.44

-4.57

-4.57

-4.93

-5.22

-5.22

-5.36

-5.36

-5.49

-7.66

-7.85

Continuagao Tabela S5
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Tabela S6. Genes co-regulados pelos mosquitos de BTU e NEO infectados com o DENVA4.

Log,fold
Gene ID Nome Fungao BTU+ NEO+
AAEL015515 cecropin anti-microbial peptide IM 3.24 4.67
AAEL018349 hypothetical protein DIV 2.03 4.56
AAEL003841 defensin anti-microbial peptide IM 2.17 4.51
AAEL003857 defensin anti-microbial peptide IM 1.07 4.48
AAEL017380 hypothetical protein DIV 1.87 4.00
AAEL003832 defensin anti-microbial peptide IM 1.87 3.43
AAEL002889 hypothetical protein FDD 1.54 3.21
AAELO00302 cysteinech venom protein, putative DIV 2.66 2.88
AAEL000621 antibacterial peptide, putative IM 1.28 2.66
AAEL005192 hypothetical protein FDD 1.44 1.35
AAEL011542 metalloproteinase, putative PROT -1.44 -1.68
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Tabela 7. Genes sob controle transcricional da via Toll modulados pelo DENV4 nos mosquitos de

NEO.
Log,fold

GENE ID Nome Fungao NEO+ CAC
AAELO00074 serine protease IM 1.50 1.26
AAEL000271 gamma-glutamyl hydrolase, putative MET 2.53 0.89
AAELO00859 LSD1 subclass family protein DIV 3.64 -191
AAEL001794 macroglobulin/complement IM 2.86 1.52
AAEL002301 serine protease IM 1.83 0.93
AAEL002595 serine protease IM 1.08 1.62
AAEL002889 hypothetical protein FDD 3.21 -0.08
AAELO03723 lysozyme P, putative IM 2.12 0.03
AAEL003832 defensin anti-microbial peptide IM 3.43 0.95
AAEL003841 defensin anti-microbial peptide IM 4.51 0.97
AAEL003857 defensin anti-microbial peptide IM 4.48 1
AAEL003862 histone h2a R/T/T -1.03 -1.59
AAEL003889 gram-negative bacteria binding protein IM 1.74 1.12
AAEL004591 hypothetical protein FDD 1.42 1.08
AAELO05093 serine protease IM 3.00 1.12
AAEL005431 clip-domain serine protease, putative IM 3.63 0.9
AAEL005641 galactose-specific C-type lectin, putative IM 4.16 2.28
AAEL006594 serine-type enodpeptidase, putative DIG 2.52 -1.05
AAEL007626 gram-negative bacteria binding protein IM 2.78 0.95
AAELO08050 hypothetical protein FDD 4.54 2.33
AAEL008607 tep3 IM 3.06 1.4
AAELO08757 juvenile hormone esterase R/E/M 3.27 1.91
AAEL009474 peptidoglycan recognition protein-Ic isoform M 2.31 0.94
AAEL009985 conserved hypothetical protein FDD 212 -1.41
AAEL010139 serine protease, putative IM 1.04 1.5
AAEL013623 trypsin DIG 1.64 -1.37
AAEL014349 serine protease IM 2.95 1.7
AAEL014382 galactose-specific C-type lectin, putative IM 2.69 1.76
AAEL015515 antibacterial peptide, putative IM 4.67 1.39
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Tabela S8. OTUs mais representativas (50) e suas respectivas composi¢oes percentuais.

OTU Percentagem de classificagdo das sequéncias
Otu00001  Bacteria(100);"Bacteroidetes"(100);Flavobacteria(100);"Flavobacteriales"(100);Flavobacteriaceae(100);Elizabethkingia(100);
Otu00003  Bacteria(100);"Proteobacteria"(100);Gammaproteobacteria(100);Xanthomonadales(100);Xanthomonadaceae(100);Stenotrophomonas(100);
Otu00005  Bacteria(100);"Proteobacteria"(100);Gammaproteobacteria(100);Pseudomonadales(100);Pseudomonadaceae(100);Pseudomonas(97);
Otu00004  Bacteria(100);"Proteobacteria"(100);Gammaproteobacteria(100);Pseudomonadales(100);Pseudomonadaceae(100);Pseudomonas(74);
Otu00002  Bacteria(100);"Proteobacteria"(100);Alphaproteobacteria(100);Rhodospirillales(100);Acetobacteraceae(100);Asaia(100);
Otu00006  Bacteria(100);"Proteobacteria"(100);Gammaproteobacteria(100);"Enterobacteriales"(100);Enterobacteriaceae(100);unclassified(90);
Otu00007  Bacteria(100);"Proteobacteria"(100);Gammaproteobacteria(100);"Enterobacteriales"(100);Enterobacteriaceae(100);Pantoea(54);
Otu00008  Bacteria(100);"Proteobacteria"(100);Betaproteobacteria(100);Burkholderiales(100);Comamonadaceae(98);Delftia(74);
Otu00009  Bacteria(100);"Bacteroidetes"(100);Flavobacteria(100);"Flavobacteriales"(100);Flavobacteriaceae(100);Chryseobacterium(99);
Otu00010  Bacteria(100);"Actinobacteria"(100);Actinobacteria(100);Rubrobacterales(100);Rubrobacteraceae(100);Rubrobacter(100);
Otu00011  Bacteria(100);"Proteobacteria"(100);Betaproteobacteria(100);Burkholderiales(100);Burkholderiaceae(100);Burkholderia(99);
Otu00012  Bacteria(100);"Proteobacteria"(100);Alphaproteobacteria(100);Rhizobiales(100);Phyllobacteriaceae(100);Phyllobacterium(100);
Otu00013  Bacteria(100);"Proteobacteria"(100);Gammaproteobacteria(100);Pseudomonadales(100);Moraxellaceae(100);Acinetobacter(100);
Otu00014  Bacteria(100);"Proteobacteria"(100);Gammaproteobacteria(100);Pseudomonadales(100);Pseudomonadaceae(100);Pseudomonas(55);
Otu00018  Bacteria(100);"Proteobacteria"(100);Betaproteobacteria(100);Burkholderiales(100);0xalobacteraceae(100);Janthinobacterium(98);
Otu00015  Bacteria(100);"Proteobacteria"(100);Betaproteobacteria(100);Burkholderiales(100);0Oxalobacteraceae(100);Herbaspirillum(95);
Otu00023  Bacteria(100);"Proteobacteria"(100);Betaproteobacteria(100);Burkholderiales(100);Alcaligenaceae(100);unclassified(85);
Otu00026  Bacteria(100);"Actinobacteria"(100);Actinobacteria(100);Actinomycetales(100);unclassified(100);unclassified(100);
Otu00020  Bacteria(100);"Proteobacteria"(100);Alphaproteobacteria(100);Sphingomonadales(100);Sphingomonadaceae(100);Sphingomonas(100);
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Otu00113
Otu00070
Otu00060
Otu00214
Otu00052
Otu00032

Bacteria(100);"Proteobacteria"(100);Alphaproteobacteria(100);Rhodospirillales(100);Acetobacteraceae(100);Asaia(100);
Bacteria(100);"Proteobacteria”(100);Gammaproteobacteria(100);Xanthomonadales(100);Sinobacteraceae(100);Nevskia(97);
Bacteria(100);"Proteobacteria"(100);Gammaproteobacteria(100);"Enterobacteriales"(100);Enterobacteriaceae(100);unclassified(100);
Bacteria(100);"Bacteroidetes"(100);Flavobacteria(100);"Flavobacteriales"(100);Flavobacteriaceae(100);Elizabethkingia(100);
Bacteria(100);"Proteobacteria"(100);Gammaproteobacteria(100);Xanthomonadales(100);Xanthomonadaceae(100);Stenotrophomonas(100);
Bacteria(100);"Proteobacteria"(100);Betaproteobacteria(100);Burkholderiales(100);Burkholderiaceae(100);Cupriavidus(95);

Continuagdo Tabela S8.
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Figuras:

A I Gram (+)
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Figura S1. Composicao bacteriana por Gram das amostras ingurgitadas e infectadas
ou ndo infectadas das popula¢ées de Nedpolis-SE e Botucatu-SP (NEO +, NEO -, BTU
+, BTU -, respectivamente). (A) Classificacio bacteriana em fun¢do do numero
absoluto de reads; (B) Classificacdo bacteriana em func¢do da frequéncia de reads
(%).
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