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"Antes que vocé possa alcangar o topo de uma drvore
e entender os brotos e as flores,

vocé terd de ir fundo nas raizes,

porque o segredo estd [d.

E, quanto mais fundo vdo as raizes,

mais alto vai a drvore’”.
Nietzsche

"4 dificuldade em se vencer um desafio vem
da maneira que vocé olha para ele. Olhe
sempre com olhos de um gigante.”

Yuri Lacerda
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Resumo

A maléria é responséavel por cerca de 350 a 5000eslhde casos clinicos anuais,
permanecendo como um dos maiores problemas de saitkal. Estudos sobre a influéncia
da microbiota intestinal do vetor no desenvolviroedbd ciclo de vida dos parasitos vém
sendo desenvolvidos. Em mosquitos, as pesquisasng@tnando que infeccdes por bactérias
do intestino podem inibir o desenvolvimento espbérigp dos parasitas da malaria. No
presente trabalho, o papel da microbiota intestidal Aedes aegytpi infectado com
Plasmodium gallinaceum foi avaliado. Os insetos foram submetidos a cinderehtes
antibiéticos (canamicina, carbenicilina, espectiiuama, gentamicina e tetraciclina). Somente
canamicina e carbenicilina tiveram efeito sob @dgfo com o parasito. Para esses dois
antibioticos e o controle, técnicas de cultivo baaho de isolamento e sequenciamento do
DNA ribossomal 16S foram feita8saia bogorensis, Asaia krungthepensis, Asaia siamensis,
Bacillus licheniformis e Chryseobacterium meningosepticum foram identificadas para o
grupo controle. No grupo tratado com carbenicilioeam identificadasChryseobacterium
meningosepticum e uma bactéria da familiMicrobacteriaceae, e para 0 grupo com
canamicinaMicrobacterium lacticum. Este trabalho sugere que a interacdo entre espéei
Asaia e C. meningosepticum sdo relevantes na resisténcia/suscetibilidada. degypti ao P.
gallinaceum. Para observar o efeito do tratamento com os alwiidticos que mostraram
efeito na infeccdo na expressdo de peptideos antinnos, os niveis de gambicina e
defensina foram medidos utilizando-se a técnicRegétime PCR. Os niveis de defensina se
mostraram super-expressos quando os mosquitos feudometidos aos tratamentos com
canamicina e carbenicilina, enquanto gambicina estnou super-expressa nos mosquitos
tratados com canamicina e sub-expressa naquelesartenicilina. A expressao desses dois
AMPs também foi medida quando esses grupos deomsetalimentaram com sangue e com
sangue infectado. Nossos resultados mostraram guprassao de defensina e gambicina no
grupo tratado com carbenicilina alimentado com sarapresentou um aumento de 24h para
36h, e uma queda no grupo controle alimentado canmgue. Insetos tratados com
canamicina infectados aumentaram a expressao dasited 24h e 36h apds a alimentacéo,
diminuidas nos tratados com carbenicilina. E olaskavuma inibicio do mRNA de
gambicina no grupo carbenicilina infectado sugeriadsim que a ativacdo desse peptideo
nao ocorre somente pelo parasita e necessita dadagéicrobiota. Estes resultados indicam
gue as bactérias associadas ao intestind. degypti tem um papel importante na infeccao e

resposta imune ao parasito.
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Abstract

Malaria is responsible for about 350 to 500 milldmical cases annually, remaining as one
of the largest health problems worldwide. Studies tbe influence of the vector gut
microbiota in the life cycle of the parasites aednlg performed. In mosquitoes, studies have
shown that infection with midgut microbiota may iimh the sporogonic development of
malaria parasites. Here, the role of intestinalrobmta of Aedes aegytpi infected with
Plasmodium gallinaceum was assessed. The insects were subjected to fiferedt
antibiotics (kanamycin, carbenicillin, spectinonmjcigentamicin and tetracycline). Only
kanamycin and carbenicillin had effect over thesatiion process. The response of treated
groups and control was analyzed by: bacterial calltechniques of isolation and sequencing
of 16S ribosomal DNAAsaia bogorensis, Asaia krungthepensis, Asaia siamensis, Bacillus
licheniformis and Chryseobacterium meningosepticum were identified for the control group.
In the carbenicillin treated groughryseobacterium meningosepticum andMicrobacteriaceae
family bacterium were identified. In the kanamytieated grougacticum microbacterium
was found. This work suggests that the interachietweenC. meningosepticum and Asaia
species is relevant in the resistance/suscepyitbiiance in theA. aegypti/P. gallinaceum
model. To observe the effect of treatment over ékpression of antimicrobial peptides,
gambicin and defensin levels were measured by ®ealPCR. Levels of defensin proved to
be up-regulated when the mosquitoes were subjectetleatment with kanamycin and
carbenicillin. Gambicin levels were be up-regulabednosquitoes treated with kanamycin
and down-regulated in those treated with carbdmcilThe expression of these two AMPs
was also measured when these groups of insectsfeereith blood and infected blood. Our
results showed that the expression of defensirgantbicin in carbenicillin treated blood fed
group increased between 24 to 36 hours, and decteasthe blood fed control group.
Infected insects treated with kanamycin increadedeixpression of defensin between 24 to
36 hours after feeding, while it decreased in thosated with carbenicillin. An inhibition in
the expression of gambicin in the infected growgatied with carbenicillin was observed,
suggesting that activation of these peptides doé®ccur only by the parasite, or microbial
action, but by both. These results indicate thatrthicrobiota associated with aegypti has

an important role in infection and immune respons® the parasite.
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1. Introducéo

1.1 Aspectos gerais da biologia daedes aegypti

Os mosquitos séo insetos dipteros, da Subordemtdeena, da familia Culicidae, da
subfamilia Culicinae. S&o conhecidos também coemnilpngos, murigocas e carapanas. A
subfamilia Culicinae € a maior da familia Culicideeo géneroAedes € o principal
representante dessa subfamilia, sendiedies aegypti um vetor de grande importancia na
transmissao de dengue e febre amarela (Consoliv&i€@l, 1994; Foratini, 2002).

Os adultos séo alados, possuem pernas e antergss lenna grande maioria séao
hemato6fagos, enquanto as fases imaturas sao ddiwiglavivendo no ambiente aquatico.
Seu ciclo biolégico compreende as fases de oveadarpupa e adulto. Na fase de pupa,
ocorre a metamorfose no mosquito, e durante essg €ainseto ndo se alimenta, e se
transforma no adulto, o qual por sua vez possuiedpa bucal picador-sugador, tem asas,
pernas e genitalias completamente formadas (Co&s0Oliveira, 1994; Foratini, 2002). Seu
corpo é dividido em cabeca, térax e abdome. Nageabacontram-se os principais 0rgaos
dos sentidos, como os olhos, as antenas e os pd\mwstérax estdo os apéndices
especializados na locomogdo, como as pernas esas@sabdome inclui a maior parte dos
orgaos internos do aparelho reprodutor, digestigroeetor (Consoli & Oliveira, 1994).

A grande maioria dos mosquitos depende da ingestéocarboidratos, usualmente
provenientes de seivas, flores e frutos. Somenk&nasas dos mosquitos sdo hematofagas e o
repasto sanguineo esta relacionado ao desenvolgrdes ovos (Consoli & Oliveira, 1994).
No momento do repasto sanguineo, o0 mosquito isjgasaliva no vertebrado, a qual pode
conter patégenos.

Em 1881, Carlos Finlay, um médico cubano, idertifio Aedes aegypti como vetor
de febre amarela. Atualmente, sabe-se que os sséto capazes de transmitir uma ampla
variedade de patdbgenos como virus, bactérias, zmétios e helmintos. Dengue e malaria
sdo consideradas as mais importantes causas dddattgbe mortalidade no mundo
transmitidas por insetos (Tokeal., 2009, WHO, 2010).
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1.2 Aspectos gerais da Malaria

O termo malaria, proveniente da expressao “mautevg sua origem na Italia, onde
se acreditava que a causa da doenca era os vapudes dos pantanos. A doenca também é
conhecida como paludismo, impaludismo, sezdo, tleiree e febre palustre (Garnham,
1966; Sherman, 1998a; Nevesal., 2000). Os sintomas classicos da maléaria saa febr
intensa, calafrios e sudorese. Os calafrios s&qudérgemente acompanhados por dor de
cabeca, nauseas e fadiga. Nos casos mais gravepaasntes podem apresentar
complicac@es respiratérias e neurologicas, bem dotensa anemia e insuficiéncia renal. Os
casos de maléria cerebral sdo complicacfes raservalnlas principalmente em criancas
(Neveset al., 2000; Augustinet al., 2009).

Em relacdo as doencas infecciosas transmitidasnpetos, a malaria € responsavel
por cerca de 350 a 500 milhdes de casos clinicagignpermanecendo como um dos
maiores problemas de saude mundial, afetando a sa@ economia, principalmente nas
comunidades mais pobres do globo. Cerca de metageplilacdo mundial estéd sob risco de
contrair a doenca, sobretudo crian¢cas menoresnde anos e mulheres gravidas. Apesar do
sucesso da erradicacao da doenca em diversos,mais@09, a malaria esteve presente em
108 paises e territérios e estima-se que 655.088ope morreram de malaria em 2010
(Figura 1) (WHO, 2011), no entanto, um recentedifaty (Murray et al., 2012) demonstrou
gue esse numero poderia ser pelo menos o dobrstidmado pela WHO.

No Brasil, a malaria € um grave problema de saliddiga, e a predominancia dos
casos ocorre na area da Amazodnia Legal, e seguniliinistério da Saude, em 2009,
aproximadamente 97% dos casos de maléria se com@ntnos sete estados da regido
amazonica: Acre, Amapa, Amazonas, Mato Grosso,, Rwadonia e Roraima (Figura 2)
(MS, 2011).

Os agentes etiologicos da malaria sdo protozopdadsncentes ao filo Apicomplexa,
familia Plasmodiidae e géneRdasmodium. Em humanos, a doenca pode ser causada por
cinco espéciesPlasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malarie, Plasmodium
falciparum e Plasmodium knowlesi. Os protozoarios do génelRbasmodium séo transmitidos
ao homem pela picada de fémeas de mosquitos daogBnepheles, familia Culicidae
(Consoli & Oliveira, 1998).

Dentre as espécies Beasmodium que causam malaria em humaRogal ciparum € o
responsével pela doenca mais severa, devido sapaaidade de aderir ao epitélio dos capilares,

podendo ocasionar falha renal aguda, malaria cdrebedema pulmonal.vivax € menos letal
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que P. falciparum, porém, pode causar grande debilidade ao paci@meznwoodet al.,2008).

\__:.}‘ ]/

4 \/ ; .
11 ais L
| .
;\ r:> B Areas onde ocorre transmiss&o de malaria '\N,/ A
) .\ (? | Areas com transmisséao limitada de malaria O 2 (2%
N i Source: DVWHO 2010.All rights reserved. C

Figura 1:Areas de risco de malaria no mundo em 2009. Fonte: WHO (2010).

Figura 2:Distribuicao geografica de casos confirmados de malaria
por 1000 hab. em 2009. Fonte: WHO (2010)
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1.3 Ciclo da Malaria

O ciclo de vida dd’lasmodium (Figura 3) é constituido por uma fase sexual exagen
(esporogobnica), na qual ocorre a multiplicagdo @asasitos no mosquito e uma fase
assexuada endogena (esquizogobnica), onde ocortatiglicacdo no hospedeiro vertebrado
em células parenquimatosas do figado (esquizogdm@patica) ou nos eritrocitos
(esquizogonia eritrocitaria) (Sinnis & Coppi, 200Essa dinamica do ciclo demonstra sua
grande complexidade que estad relacionada a hatgliddo parasito em alterar suas
caracteristicas celulares e moleculares e em delsemse nos ambientes intra e extracelular,
tanto do hospedeiro vertebrado quanto do mosqattarv

Quando as fémeas de mosquittisopheles picam um hospedeiro infectado elas
ingerem, juntamente com o sangue, as formas gaitiedscdo parasito. No lumen do
intestino, essas formas sofrem maturacéo e origm&ro e macrogametocitos que, apos a
fecundacéo, formardo um zigoto dipléide (Sinde®9)90 zigoto amadurece e diferencia-se
em oocineto, uma forma movel do parasito. Deperalelad espécies ddasmodium, esse
processo pode durar de 16 a 24 horas (Ghialh, 2000; Dinglasaet al., 2009). O oocineto
atravessa a matriz peritréfica do intestino e atiagparede do epitélio intestinal onde se
transforma em oocisto. Para atravessar o epigsindos demonstraram que dependendo do
modelo utilizadoA. aegypti com Plasmodium gallinaceum ou Anopheles stephensi com P.
berghel, esse processo de invasao ocorre de forma difaden¢Shahabuddin & Pimenta
1998, Kumatret al., 2004) e pode ou ndo induzir a expressao de aitdoo sintase (NOS) (
Guptaet al., 2005). Apo6s 10 a 15 dias de incubacdo ocomenpimento do oocisto e a
liberacdo de esporozoitos na hemolinfa (Hillgeal., 2007). Esses esporozoitos invadem a
glandula salivar (Pimentgt al.,1994) e podem ser transmitidos a um hospedentebrado
pela picada do vetor. Apés um repasto sanguineatarite, os esporozoitos liberados pelo
mosquito alcangcam a corrente sanguinea do hospedsiiebrado, migram para células do
figado e atingem os hepatoécitos, dando inicio assimciclo exoeritrocitico (Meis &
Verhave, 1988; Aminat al., 2006). Uma vez dentro dos hepatdcitos, os espiioszse
diferenciam em trofozoitos que, apés varias didas@®r esquizogonia, formam os
esquizontes. Krotoski e colaboradores (1982) desmen que emP. vivax alguns
esporozoitos podem permanecer latentes no hepat®cdles seriam responsaveis pelos
episédios de recaida tardia da doenca. Essas fdatemtes, denominadas hipnozoitos, sédo
resistentes aos farmacos utilizados (Wetlal., 2010) e representam um fator agravante no
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controle da doengca. No momento em que os esqug@m@adurecem, eles se rompem e
liberam milhares de merozoitos, formas invasivasmarasitam as hemacias circulantes. Eles
também podem ser encontrados em vesiculas denamsinagtrossomos, capazes de
transportar centenas de merozoitos para a corsantpuinea e de protegé-los do ataque das
células de Kupfer do figado (Sturehal., 2006). Estudos recentes tém mostrado que em
mamiferos roedores infectados coRlasmodium berghei aproximadamente 10% dos
parasitos permanecem ativos na pele e sdo capaZesntar merossomos (Gueiragdal.,
2010). Apos invadirem as hemacias, os merozoitadesenvolvem em trofozoitos e estes
dao origem a esquizontes por meio de multiplassdas nucleares. Novos merozoitos séo
formados no interior dos esquizontes e sdo liberpdta ruptura destes, dando inicio a uma
nova etapa de invasdes de eritrocitos e completsadociclo assexuado do parasito (Miller
et al., 2002). Alguns merozoitos sanguineos passam modesenvolvimento diferencial
resultando na formacdo de células sexuais espmal, os gametdcitos masculino
(microgametdcito) e o feminino (macrogametocita)e @o serem ingeridos pelos mosquitos

seguirdo seu desenvolvimento sexuado no vetor @hetpl., 2004).

Mosquito Ingere
gametocitos ouinjeta
esporozoitos

Figura 3: Ciclo de vida do Plasmodium spp. Fonteet&l (2007).
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1.4 Maléria experimental

A susceptibilidade dos mosquitos a invasédo pesmodium € um fator determinante
na eficiéncia dos vetores na transmissdo da mal8ahe-se que algumas espécies de
mosquitos podem se infectar com a maléria enquamtims ndo, e que, dentro da mesma
populacdo de mosquitos, alguns sdo mais susceptiveque outros. Essa susceptibilidade
depende de fatores genéticos como variacdo enpecies e cepas da mesma espécie,
fenotipicos tais como: tamanho do mosquito, diges#guinea e nutricdo e fatores externos
como, por exempldemperatura, umidade, inseticida e drogas (Ichifi®&9).

A maléria animal tem sido usada como modelo patales em laboratério. Contudo,
para isso é necessario que se encontrem bons s/eqperimentais para o parasito. Dessa
forma, OA. aegypti € uma espécie utilizada na transmissédo e manutelod. gallinaceum
em laboratério, com um indice de susceptibilidadiximo a 100% (Ludsdem & Bertram,
1940; Eyles, 1951), resultando em um excelentemstde interacdo parasita-hospedeiro
para estudos de malaria.

1.5 Aparelho digestivo dos mosquitos

O intestino dos mosquitos além de digerir e absanuérientes também atua como
entrada de patégenos, sendo, portanto, o primegal lde contato entre esses e 0 vetor.
Composto por uma monocamada de células epitelissfarma um tubo se estendendo da
parte anterior até a porcao posterior. E comumdintdido em 3 regides: intestino anterior,
meédio e posterior (Figura 4).

O intestino anterior esta envolvido principalmertan a ingestdo, conducdo e
armazenamento do alimento. O intestino médio &al londe o sangue fica estocado e onde
ocorre todo o processo digestivo. O intestino pmste® responsavel por uma parte da
absorcdo dos nutrientes e pela excrecdo das dgjeigdalimentacdo (Gradt al., 1986;
Billingsley & Lehane, 1996).

No intestino médio, apés a ingestao de sangué&nasas de mosquitos daréo inicio a
varios eventos fisiologicos que resultardo na naglo dos ovécitos e posterior oviposicao
(Telang et al., 2006). Essa ingestdo de sangue torna o intestimcambiente altamente

nutritivo e propicio ao crescimento de patégenesds esse, portanto, o local de maior
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vulnerabilidade dos vetores, uma vez que € despwosie quitina devido a sua origem
endodérmica possibilitando a invasdo desses paiéges células epiteliais.

Para minimizar essa falta de quitina, os mosquafmss o estimulo da alimentacéo
sanguinea, sintetizam a formacdo de uma matrizlacedonstituida de quitina, proteinas e
proteoglicanos que envolve o bolo de sangue ingeddnhecida como matriz peritrofica
(Ghoshet al., 2000; Filhcet al.,2002; Devenport, Fujioka & Jacobs-Lorena, 2004).

Importantes fatores como fonte sanguinea, pHagin nutricional e hormonal do
hospedeiro (Nguwet al., 1996; Fedeet al., 1997; Sinden & Billingsley, 2001), acédo de
enzimas digestivas (Kaplagt al., 2001), receptores de superficie presentes restind
(Wilkins & Billingsley, 2001), presenca de bactérgmbiontes (Dale & Welburn, 2001) e a
ativacdo de genes do sistema imune e peptideosiembianos (Dimopoulost al., 1998;

Lehanest al., 2003), podem influenciar a entrada de patéganaparelho digestivo.

Intestino
anterior

Intestino
médio

Intestino
posterior

Glandula
salivar

Diverticulo

Figura 4: Esquema da anatomia interna dos mosqéitose: modificado de Jobling (1987).
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1.6 Sistema imune em mosquitos

Os insetos sao expostos a uma grande variedadgedeesa infecciosos no ambiente
em que vivem. Com o intuito de diminuir o risco idéeccdo a diferentes patdgenos, 0s
insetos, desenvolveram barreiras fisicas e um nenande defesa celular e humoral bem
eficientes.

A primeira linha de defesa contra microrganismés &s barreiras fisicas compostas
pelo exoesqueleto, matriz peritréfica do intestnam revestimento quitinoso da traquéia. O
exoesqueleto protege os Orgdos do inseto e a hd¥motla exposicdo direta aos
microrganismos do ambiente (Sdderhall and Ceret83; Theopoldt al., 2002). A matrix
peritréfica € uma estrutura quitinosa que facifitaligestdo além de proteger o epitélio
intestinal do contato direto com o sangue e a fioi@obiana que pode aumentar em atée 16
vezes depois da alimentacdo sanguinea em algwetesriseematofagos (DeMagbal., 1996;
Pimentaet al., 1997; Shacet al., 2001; Secundinoet al., 2005). Parasitas da malaria
desenvolveram um mecanismo especifico de secrez@pitinase para atravessar a matriz
peritréfica antes da invaséo do epitélio intestd@mmosquito (Shahabuddehal., 1993; Tsai
et al., 2001).

Quando o patdgeno escapa das barreiras fisicag elepara ainda com um robusto
sistema imune que apresenta uma capacidade da tei@®ral e celular direcionada a alvos
especificos de uma variedade de micro-organismmacaeoparasitas (Figura 5) (Richman &
Kafatos, 1995). Respostas celulares como fagoci®seapsulagdo celular e inducdo de
apoptose também podem ser iniciadas através dagits inseto-patdgeno, como ocorre na
resposta imune humoral e ainda, uma reagéo denptofedases que depositam melanina em
volta dos microorganismos (Horton & Ratcliffe, 20umar et al., 2004; Michael &
Kafatos, 2005; Molina-Cruzt al., 2007; Kumaret al., 2010).

A imunidade humoral dos mosquitos pode ser diaididm quatro etapas:
reconhecimento de moléculas ndo-proprias atravésadptores de reconhecimento padrao
(PRRs); modulacédo, que leva a amplificacdo e disgéo do sinal de reconhecimento;
ativacdo de um conjunto de moléculas efetoras (AM#Pscascatas de coagulacdo; e
reabastecimento das moléculas de imunidade pelacat das vias de transducdo de sinal
comoToll elmd (Michael & Kafatos, 2005; Christophidesal., 2002).

PRRs reconhecem e se ligam a PAMPs. Os PAMPs sapactlhados por varios
microorganismos, sdo essenciais para a fisiologiangtrobio e ausentes na maioria dos

organismos superiores. Como exemplo de PAMPs temyseptidoglicanos,
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lipopolissacarideos (LPS), que sdo componentepa&sies e membranas de bactérias. Os
PPRs mais bem estudados sédo as proteinas que eeeontpeptidoglicanos (PGRPSs) e

proteinas que se ligam a bactérias Gram negatwBBPs), eles podem estar ligados as
células ou circulantes na hemolinfa (Osttal., 2004).

O reconhecimento do ndo proprio ativa a cascati@glfica de serino proteases que
amplificam o sinal e acionam a resposta efetorac@sponentes chave dessa cascata sao
serino proteases com dominio CLIPs, que ativamassde sinalizacdo que levam a sintese
de AMPs.

O tecido epitelial protege o inseto contra infesz@tuando tanto como barreira fisica
guanto por meio de sua competéncia imunolégicauziado componentes de defesa. A
invasdo do epitélio intestinal pelos oocinetos aumea expressdo de muitos genes de
imunidade (Dimopoulost al., 1997; 1998; Luckhartt al., 1998, Bahiaet al., 2011). A
glandula salivar juntamente com o corpo gordurosmtéo importante 6rgao imune que é
capaz de produzir diferentes peptideos de imunid&@damopouloset al., 1997; 1998;
Richmanet al., 1997).

Patogeno

— e
i .
~ Fagocitose
Amplificacé@o do sinal na via (= .
| |
Melanizacéo

Via de transducao
%
1 @I@

Genes efetor Morte

Figura 5: Desenho esquematico da resposta imune em insetos. Fonte: B2@B8pe

Durante o desenvolvimento esporogonico, no casoPldsmodium, um grande
namero de parasitos morre. Apenas um pequeno nisheegametdcitos que sao ingeridos se
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desenvolverd em oocinetos e desses, somente ugiia fiingira o estagio de oocisto (Figura
6). Nos estagios tardios de infeccdo, mais de 8@% abporozoitos da hemocele sao
rapidamente eliminados (Korochkiefal., 2006; Hillyeret al., 2007). A magnitude dessa
perda pode diferir entre infeccbes com diferentgatos e mosquitos (Beier, 1998; Ghosh
et al., 2000; Dimopoulost al., 2002b). A eliminagdo d®lasmodium no mosquito esta
relacionada ao sistema imune inato que é crucia pasucesso na transmissao da malaria
(Luckhartet al., 1998; Lowenbergeat al., 1999).

A reacdo humoral melhor caracterizada nos ingetogroducdo de AMPs. Em geral,
sdo pequenos, catibnicos e estruturalmente divessus secretados na hemolinfa ap6s a
invasdo de um patdgeno (Buéttl., 1999).
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Figura 6: Perda de parasitos ao longo da intengdnseto e hospedeiro vertebrado. Fonte: Amino
(ndo publicado). (mz: meozoito; tz: trofozoito; egquizonte; gcm: gametoécito masculino; gcf:
gametaocito feminino; zg: zigoto; ook: oocineto; boacisto; Sz int: esporozoitos no intestino; sz gs
esporozoito na glandula salivar; mz hep: merozeitdsepatocito; *: tubo digestivo; #: glandula
salivar; " : eritrQcitos).
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1.6.1 Peptideos Antimicrobianos (AMPS)

Sao principalmente produzidos pelo corpo gordurbemacitos e por estruturas que
representam barreiras fisicas como intestino médimlos de malpighi, traquéia e glandula
salivar (Tzouet al., 2000; Levashina 2004). Podem ser detectadosnm®linfa do inseto
entre 2-4 horas apdés uma lesdo séptica (Megstar., 1997). A producdo de um AMP é
guase 130 vezes mais rapida que IgM (imunoglobwlipam vertebrados (Boman, 1991), a
primeira a aparecer, e cerca de 3 vezes mais rgpela reproducdo de bactérias. Um inseto
produz aproximadamente 10-15 AMPs (Hoffmaaal., 1993), cada peptideo exibindo um
espectro de acao diferente (Buéttal., 1999). No entanto, em geral, os AMPs atuam na
membrana do patdogeno por permeabilizacdo ou formaadais dependente de voltagem
(Buletet al., 1999).

Existem sete distintas familias de AMPs identifamémDrosophila, com diferentes
alvos especificos (Hetret al., 2003). Defensinas (Dimarag al., 1994) que sédo a familia
mais generalizada de AMPs em insetos e outrostetwaidos atuando principalmente contra
bactérias Gram-positivas, enquanto Cecropinas {&yk al. 1990), apesar de apresentarem
um espectro mais amplo, sdo mais eficazes conttérizs Gram-negativas. Outras familias
incluem Drosomicina (Fehlbauabal., 1994), Drosocina (Bulet al., 1993), Atacina (Asling
et al., 1995), Diptericina (Wickeet al., 1990), e Metchnikowina (Levashimtial., 1995)
com o ultimo sendo o unico antifungico. Esses AM&s ativados por duas importantes vias
Toll elmd.

A Defensina foi o primeiro imunopeptideo isoladoAdeegypti (Chalket al., 1995a,;
Chalk et al., 1995b; Lowenbergeet al., 1995). Ela também ja foi isolada de linhagens
celulares deA. aegypti e A. albopictus (Gao et al., 1999) e do mosquitéd\. gambiae
(Dimopoulos et al., 1997; 1998; Richmamt al., 1996). Seu espectro de atividade em
mosquitos € dado primeiramente contra bactérian-gasitivas (Lowenbergest al., 1995),
embora alguns fungos e bactérias gram-negativaséanativem sua transcricdo (Aguikir
al., 2005; Lambertgt al., 1999). Acredita-se que seu modo de acdo oceteefprmacédo de
canais dependentes de voltagem na membrana cittqilaa (Hoffmann & Hetru, 1992).

Gambicina foi identificada emA. aegypti e A. gambiae, no entanto, nao foi
identificada enD. melanogaster (Dimopouloset al., 2000; Vizioliet al., 2001; Christophides
et al., 2002). Acredita-se que a Gambicina tenha evole&pecificamente para combater a
flora microbiana ou os parasitas da malaria ja udertemente expressa em infec¢cdes por
bactéria ouPlasmodium (Dimopouloset al., 1997; Richmaet al., 1997; Dimopoulos, 2003).
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1.7 Bactérias simbiontes

Associacdes simbidnticas entre microbiota e irssgtodem ser benéficas para o
hospedeiro de muitas formas, incluindo suplementalzf dieta, tolerancia a variagcbes do
ambiente, e/ou manutencédo da homeostase no sistema do hospedeiro (Weiss & Aksoy,
2001). Essa microbiota suplementa o seu hospedeiro nutrientes que sao limitados ou
ausentes na dieta ou que nao podem ser produzdetegproprio.

De acordo com Zook (1998), simbiose € definidacoma relacdo entre dois micro-
organismo resultando em novas estruturas ou metaiml| No entanto, essa definicdo néo
assume que a simbiose € uma relacdo benéfica. Utaeagédo positiva entre micro-
organismo e inseto é identificada como comensalisnmoutualismo. No comensalismo, o
micro-organismo beneficia o0 inseto enquanto o habilo mutualismo, inseto e
microrganismos se beneficiam mutuamente (Smith &dbas, 1987; Bignell, 2000).

A complexidade entre a simbiose de insetos conroAtiyanismos levou muitos
pesquisadores a ignorar o impacto da microbiotsiimal na biologia do hospedeiro (Dillon
& Dillon, 2004). Primariamente, simbiontes sao watmente transmitidos da méae para a
prole com alta fidelidade, simbiontes secundarimdem ser adquiridos horizontalmente ou
pelo ambiente.

Enquanto insetos com uma dieta nutricional linatastabelecem associacdes com
simbiontes primarios e secundarios, insetos com amala dieta podem abrigar uma
variedade de micro-organismos adquiridos do amdidrdanto linhagens de campo como de
laboratério de mosquitos possuem uma robusta agsmcda microbiota com o intestino que
consiste principalmente de bactérias Gram-negathembros da familia Enterobacteriaceae.
Foi identificado em populacbes de campo Alegambiae e A. funestus 16 espécies de
bactérias de 14 géneros (Lindhal., 2005). Em populacbes de laboratorioAdgambiae e
A. stephensi foi indentificado uma ampla variedade de bactépascipalmente dos géneros
Asaia, Enterobacter, Mycobacterium, Sohingomonas, Serratia e Chryseobacterium (Faviaet
al., 2007; Donget al., 2009).

Estudos sobre a influéncia da microbiota intebtiltavetor no desenvolvimento do
ciclo de vida dos parasitos vém sendo desenvolviBos mosquitos, as pesquisas vém
mostrando que infec¢cdes por bactérias do intesgadem inibir o desenvolvimento
esporogonico dos parasitas da malaria (Pumguali., 1993; 1996; Gonzalez-Ceretal.,
2003; Dong et al., 2009; Cirimotichet al., 2011). Pumpuni e colaboradores, (1993, 1996),
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demonstraram que bactérias Gram-negativas inibeforrmacdo de oocistos total ou
parcialmente, sendo que a mesma ac¢ao nao foi @oksecom bactérias Gram-positivas.

Evidéncias dessa influéncia da microbiota intebtieaciclo de vida de parasitas tém
sido demonstradas para outros insetos como fleboéms e moscas tsé-tsé (Schietiral .,
1985; Welburn & Maldlin, 1999).

Esses estudos indicam que a microbiota intestinakipelmente contribui para a
modulacdo da competéncia vetorial do inseto, masnai@ria dos casos 0S mecanismos
envolvidos ainda sdo desconhecidos. Essa inflagaie ser por uma interacdo direta com
0 parasita, que pode ocorrer pela atividade imibithe enzimas ou toxinas, ou indiretamente
pela indugéo da atividade do sistema imune do liesme

Estudos recentes sugerem que a presenca de egpeEmerobacter no intestino do
A. arabiensis originados de uma populacdo de Zamdgem diretamente nB. falciparum
blogueando o desenvolvimento do parasito, tornas$a populacdo refrataria a infeccéo.
Essa refratariedade foi associada a geracdo deiespeativas de oxigénio (ROS) que
interferem com o desenvolvimento do parasito e tanaates da sua invasao no epitélio
intestinal (Cirimotichet al., 2011).

Ja estudos anteriores sugerem que bactérias nenl@o intestino modificam o
ambiente intestinal e inibem o desenvolvimento aiagtas pela agdo do sistema imune por
meio dasuper expresséo de genes de imunidade culminandomento da taxa de producéo
de peptideos antimicrobiano (Pumpuhial.,1996; Ratcliffe & Whitten, 2004; Michel &
Kafatos, 2005). Esses peptideos provavelmente @assuin papel chave ndo somente no
controle de bactérias patogénicas ou simbiontes também no desenvolvimento de
infeccdes por parasitos (Beaetdal., 2001; Boulangeret al., 2004). Interessantemente, 0
sistema imune do mosquito age contra a proliferal@idactérias e também elimina um
grande numero de parasitos, modulando a intensidadafeccdo no mosquito quando
infectado conP. berghei ou comP. falciparum (Meister et al., 2009).

Existem ainda muitas dificuldades em definir a olioota indigena em comparacéo a
bactérias transientes. A realizacdo de projetogei®ma de insetos e a introducdo de
técnicas moleculares novas como ferramenta est&diaado estudos detalhados da
microbiota de insetos (Dillon & Dillon, 2004).
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar o papel da microbiota intestinal éedes aegypti no desenvolvimento esporogdnico

do Plasmodium gallinaceum.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a eficiéncia da infeccdo dos mosquitosR gallinaceum quando submetidos ao

tratamento com diferentes antibidticos

b) Avaliar a eficiéncia da infeccdo dos mosquitos . gallinaceum quando tratados com
uma combinacdo dos antibidticos que apresentareior reficiéncia na diminuicdo da

microbiota, avaliado no item anterior.

c) ldentificar as bactérias presentes no intestinoA. aegypti antes e ap0s 0 us#os

antibiéticos que se apresentaram mais eficientes.

d) Avaliar os efeitos do tratamento com antibiGi@ da infeccdo pdP. gallinaceum na

expressdo de genes relacionados com o sistema imeme A. aegypti.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Manutencao da cep#. gallinaceum

Aproximadamente 200ul de sangue contendo trofozai®P. gallinaceum (20%-
30%) foi inoculado via intramuscular em pintos ldbs Gallus gallus domesticus) de trés
dias de vida.

O estabelecimento da infeccdo, que ocorre em ntedias apos a inoculacao, foi
acompanhado pela andlise do esfregaco, colhidaia gi@ corte da extremidade da unha, de
uma gota de sangue de todas as aves infectadaminfal foi fixada e corada com solugoes
de Pandtico Rapido® (Laboclin). O numero de célutesasitadas foi contado em
microscopio Optico, usando aumento de 1000X pagatimativa da parasitemia. Quando a
parasitemia encontrava-se em ascensao (4-10%Qweaspresentavam uma porcentagem de
gametdcitos entre 1-2%, as mesmas foram colocadeis as gaiolas para a alimentagéo de
mosquitos.

A passagem da cepa em aves foi feita semanalmenteopnaximo sete vezes. Apos
esse periodo é necessario restabelecer a infexdwidio parasito pela picada direta de

mosquitos infectados em aves sadias.

3.2 Obtenc&o e manutencgéo dos mosquitos

Os mosquitosA. aegypti originados da regidao administrativa de BarreiroBido
Horizonte, Minas Gerais - foram obtidos a partirogtes coletados pela Secretaria Municipal
de Saude de Belo Horizonte e mantidos no insetiribaboratorio de Entomologia Médica
do Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ e @irtergeracdo utlizada nos
experimentos.

O insetario é climatizado com uma variacdo médiaeteperatura de 26-28°C e
umidade relativa do ar em torno de 70-80% em cidéod2 horas de claridade e 12 horas de
escuriddo. As larvas foram mantidas em uma cubstiggdcontendo agua sem cloro, duas
gotas de solucdo de iodo (2%) e uma de Gonol (sodsstituicdo com agua filtrada para 60
ml: ampicilina 3,5 g e probenecida 1,0 g), e foralimentadas diariamente com racao de

peixe (Goldfish Colour®). Apos a mudanca de faséadea para pupa, estas foram coletas e
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transferidas para gaiolas préprias, até o surgindos adultos que foram utilizados nos

experimentos.

3.3 Tratamento dos mosquitos com antibiotico

As gaiolas utilizadas foram previamente lavadasn@ds com alcool 70% antes da
introducéo das pupas. Os mosquitos adultos quegaarar foram alimentadoad libitum,
por cinco dias consecutivos em algoddes estéreedeomdos contendo solucéo de glicose
10% estéril acrescida com um dos seguintes antbst (Sigma Chemical Co)
separadamente: tetraciclina, gentamicina e canamigue possuem agado contra bactérias
Gram negativas e positivas, e carbenicilina e ésmaicina que apresentam acao contra
bactérias gram-negativas, todos na concentrac&00eg/mL. FEmeas do grupo controle

foram alimentadas com solucédo de glicose 10% kesé#n antibiotico.

3.4 Infecgdo dos mosquitos

Foi oferecido, por cinco dias, para cerca de 1b@et&s deA. aegypti de cada grupo
(controle e tratado com antibidtico), solucdo dieoge 10% e apOs esse periodo, esses
insetos foram colocados para se alimentarem, aommésmpo em ave infectada pBr
gallinaceum. As fémeas foram anestesiadas em, @@ra separacdo das ingurgitadas
mantidas a 27°C. O tratamento com antibiotico oot sendo administrado até o 7° dia
apos a infeccao, quando um total de 30 insetosgaaa grupo foram dissecados e o intestino
retirado. Os experimentos de infeccdo foram fe@wstrés repeticdes independentes, com
insetos da mesma geragéo, porém, podem ter salinsrem épocas diferentes.

3.5 Disseccéo dos intestinos dos mosquitos

As fémeas foram anestesiadas no freezer por 5 rramsferidas para uma placa de
Petri sobre gelo para imobilizacdo dos insetosnt@stino foi dissecado com o auxilio de
estiletes sobre uma lamina contendo solugédo dedmamgpsfato salina (PBS), pH 7.2, e

transferido para outra lamina contendo solucdo debramina (mercurocromo) a 0,2% e
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coberto por uma laminula para visualizacdo e cemtagos oocistos ao microscopio. Os

dados foram submetidos a andlise estatistica paifecacao de diferencas significativas.

3.6 Andlise estatistica

Andlises estatisticas foram feitas usando o softvaraphPad Prism (Prism 5.01;
GraphPad Software Inc.). Foi utilizado o Teste 8bayilk para verificar a normalidade da
distribuicdo. Em caso positivo foi feito o testeSTtdent ndo pareado paramétrico, quando
nao era possivel fazer esse teste, foi feito oe tésann-Whitney ndo pareado e nao

parameétrico.

3.7 Plagueamento das amostras

Mosquitos fémeas do grupo controle e do grupo dmtapds cinco dias de vida,
tiveram suas superficies esterilizadas com lavaggridas em uma sequéncia de solucdes
antissépticas: hipoclorito de sodio 1%, alcool 7€%®BS estéril (pH 7.2), por um minuto
cada. A seguir, os mosquitos foram dissecados ewdigiies estéreis, com o auxilio de
estiletes estéreis sobre uma lamina contendo solugd PBS. Dez intestinos foram
transferidos para tubos de 1,5ml contendo 50ul B8, Pnacerados com o auxilio de um
pistilo e diluidos em 150ul de PBS. Uma aliquotd @@yl foi transferida para uma placa de
Petri contendo meio PCA (Plate Count Agar) (0,5%t@ea, 0,25% extrato de levedura,
0,1% dextrose, 1% &gar), um meio ndo seletivote@liquota 10 vezes diluida também foi
transferida para uma nova placa, sendo utilizadeetodo de semeadura por espalhamento.
As placas foram incubadas a 27°C por 24-48h, eolimias contadas e descritas como

unidades formadoras de colonia (UFC/mL). O plaquedmfoi feito em duplicata.

3.8 Isolamento e estocagem das bactérias intestimaieA. aegypti

Apoés o crescimento bacteriano por 48 h, as colGuasapresentavam caracteristicas
distintas foram selecionadas para identificacdalaCeol6nia diferente foi submetida a 3
ciclos de repique para garantir a obtencdo de reulpwra. Apés, essas coldnias foram
colocadas em meio PCA liquido, para permitir sees@mento, incubados em estufa na

temperatura de 27°C por até no maximo 18 horas.
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Posteriormente, amostras da cultura foram utiizgoara realizacdo da coloracdo de
Gram. O restante foi separado para extracdo de [@RNpara congelamento. Para o
armazenamento, as aliquotas foram transferidastpbos de 1,5 ml contendo solucdo de
congelamento (Tris-HCI 25mM, pH 8,0; Mg$50,1M; glicerol 65%), na proporgéo de 1:2.
As amostras foram estocadas em freezer -70°C.

3.9 Extracdo de DNA gendmico

Para a extracdo de DNA gendmico, cada isolado taotefoi cultivado em meio
PCA liquido sob agitacéo de 200 rpm a temperatard@ C por até 16h. As culturas foram
centrifugadas por 5 min a 10.000 x g em temperatorbiente. A extracdo de DNA foi feita
utilizando-se DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiages@juindo as instru¢des do fabricante e
armazenado a —20° C para posterior uso. A concaatra qualidade do DNA obtido foram
determinadas em espectrofotometro (Nanodrop ND-I0@0mo Scientific) e por meio de
eletroforese em gel de agarose 1% (w/v). O DNAdab#presentando valor de absorbancia
(A) A260/280 acima de 1,8 foi armazenado a -20°C.

O DNA do intestino das fémeas também foi extraied@cordo com o descrito acima,
com a finalidade de comparar a quantidade totdbldA bacteriano entre o inseto tratado e

nao tratado.

3.10 Amplificacdo do gene 16S DNAr

O DNA gendmico extraido dos isolados bacterianositibzado como molde para a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR- “Polymerasa oaction”) visando a amplificacao
do gene 16S DNAr. Para a realizacdo da PCR faizatib: tampdo da reacdo GoTPaq
(2,5mM MgCh; Mix dNTPs (10mM);primer foward 27F 10 (pmol)primer reverse 1492R
(10pmol); GoTafl DNA polimerase (Promega) (5,0u/pl); cDNA (20% y/égua livre de
nuclease para um volume final de 75ul.

O material foi misturado em vortesentrifugado e os tubos levados ao termociclador
Gene AMP® PCR System 9700 (Applied Biosystems), c@nseguintes parametros: 95°C
por 2 min, 10 ciclo de 95°C por 1 min, 50°C porih,ii2°C 10 min, seguido por 25 ciclos de
95°C por 1 min, 50°C por 1 min, 72°C por 3 min eaicto de 72°C por 7 minutos.
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Os seguintes iniciadores universais da sequén8aDDMNAr (Polz e Cavanaugh, 1998)
foram utilizados: 27F 5 -GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3° e1492R 5'-
TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3".

3.11 Eletroforese de DNA

O produto das amplificacdes foi analisado em ggbal@crilamida 6%, corado com
nitrato de prata 6%. O gel foi submetido a umaesdg de 100 V com tampao TBE (Tris-
Borato-EDTA) (Tris 90mM, &cido borico 90 mM, EDTA 5nM, pH 8,0) por 90 minutos.
Como padrdao de massa molecular utilizou-gpé & Orange Blue Dye (Promega®). A

imagem foi digitalizada utilizando um scanner.

3.12 Purificacdo dos produtos da PCR

Apos verificar pelo gel de poliacrilamida a ocomi@nda amplificacdo das amostras
com tamanho correspondente a 1.500 pb, os prodbtmos dos isolados foram purificados
utilizando o Wizard® Gel and Clean up System KitofRega), segundo orientagdes do
fabricante.

3.13 Reacdao de sequenciamento do gene 16S

As reacgOes de sequenciamento foram realizadasantilo-se o kit DyeNamicTMET
Terminator (GE Healthcare, UK) seguindo as instesc@o fabricante. Os oligonucleotideos
iniciadores, 27F e 1492R, foram utilizados separemide, e adicionado 100ng do DNA
molde. As condi¢cdes de PCR foram as seguinteseshaduracéao inicial a 95°C por 2 min; 2)
desnaturacao a 96 °C por 20 seg; 3) anelamentéCadsh 15 seg; 4) extensao a 60°C por 1
min; 7) 25 ciclos das etapas de 2 a 4. Apos, o ObiAprecipitado adicionando 1uL de
acetato de amonio 7,5 M, 2X o volume da reacadal®k95% gelado em cada cavidade da
placa. O material fosubmetido a agitacdo e mantido a temperatura atebpar 15 min
protegido da luz; e a seguir centrifugado a tentperaambiente por 45 min a 3.700 rpm. O
sobrenadante foi removido invertendo-se a placai eadicionado 100uL de etanol 70%
gelado em cada cavidade e centrifugado novamentengperatura ambiente por 15 min a

3.700 rpm. O sobrenadante foi removido e a placeriida foi submetida a centrifugacéo a
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800 rpm por 5 segundos. O pellet foi eluido em l@alLsolucdo de eluicdo do kit de
sequenciamento e centrifugado brevemente e guamad@0°C e protegido da luz até o
momento de colocar ha maquina.

O sequenciamento foi realizado utilizando-se o segador automatico MegaBace
1000 (Amersham Biosciencedp plataforma de sequenciamento do Centro de Rasqui
René Rachoda Fundacdo Oswaldo Cruz — MG.

3.14 Alinhamento das sequéncias

Cada sequéncia foi submetidas a consulta no baacdados publico mundial,
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) (Altsal et al., 1990) para comparacéo
com sequéncias homologas ali depositadas. O rdeultatido de cada isolado contém
valores de identidade e “e-value” das mesmas.

As sequencias obtidas foram também foram comparadasutro programa
MULTALIN (http://prodes.toulouse.inra.fr/multalinfattalin.html) (Corpet, 1988).

3.15 Andlises da expressao génica do mosquito

Para a analise da expressdo de defensina e gamibimiam utilizados os seguintes
grupos: fémeas SF-Ctr = controle ndo tratado aliattncom agucar. (sugar fed non-treated
control group), BF-Ctr = controle alimentado comaae (normal blood fed control group),
BFI = alimentado com sangue infectado (blood fdeéated group), KNSF= tratado com
canamicina alimentado com acucar (kanamicin trestigdr fed group), KNBF= tratado com
canamicina alimentado com sangue (kanamicin treatechal blood fed group), KNBFI=
tratado com canamicina alimentado com sangue adeci{kanamicin treated blood fed
infected group), CBSF= tratado com carbenicilinanahtado com acucar (carbenicilin
treated sugar fed group), CBBF= tratado com cadidera alimentado com sangue
(carbenicilin treated normal blood fed group), CBBEatado com carbenicilina alimentado
com sangue infectado (carbenicilin treated blood iffected group). As amostras com
sangue foram retiradas em diferentes tempos (0h24R, 36h). Seguiu-se, portanto, as
etapas de extracdo e tratamento do RNA, sintesbN@#, e qPCR (Reacdo em cadeia da

polimerase quantitativa.
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3.16 Extracdo de RNA

A extracdo do RNA total das fémeas Aleaegypti foi realizada através do método
TRIZOL® (Invitrogen), utilizando-se inicialmente i@acada amostra 500 da substancia e
macerando-se o conteado com o auxilio de um pistpds macerar, foi adicionado 500ul da
mesma substancia totalizando 1ml.

As amostras foram centrifugadas até 12.000 G pomih a 4°C. O sobrenadante
transferido para um novo tubo e adicionado 200dldeformio e misturado invertendo o
tubo por 15 segundos e incubado a temperatura atalper 3 minutos. Apés, a amostra foi
centrifugada a 12.000 x g por 10 min a 4°C pararsgpo de fase.

A porcdo aquosa foi transferida para um novo tulm esse adicionado 500ul de
alcool isopropilico para precipitacdo do RNA, inadb a temperatura ambiente por 10 min e
feita uma nova centrifugagdo em 12.000G por 10 am?C e todo sobrenadante resultante
foi retirado para a lavagem do “pellet” com 1 mletanol 70%, centrifugando-se mais uma
vez a 7500 x g por 5 minutos. Apds a retirada doresmdante e do “pellet” ja estar
totalmente seco, este foi eluido em @0de agua TE (Tris-EDTA)A esse volume foi
adicionado 1pl de inibidor de rnase RNasin® Plusi&iNnhibitor (Promega).

A qualidade e concentracéo de RNA obtido foramrdeteadas em espectrofotdmetro
(Nanodrop ND-1000).

3.17 Tratamento do RNA com DNase

Para o tratamento do RNA foi utilizado o kit turbblA-free® (Applied Biosystems).
O RNA foi diluido em um volume final de 8 pl afine de obter 1ug de RNA num tubo de
1,5 ml. Em seguida, foi adicionado 1ul do tampdagikeda enzima DNAse, homogeneizado e
incubado a 37°C por 20 minutos. Apoés, foi adicianad!| do reagente DNase Inactivation
para inativagdo da enzima, incubado a temperatmi@eate por 5 min e centrifugado a
10.000 x g por 90 segundos. O sobrenadante fosfeado para um novo tubo livre de
DNase/RNase.
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3.18 Sintese de cDNA

Ao tubo da reacdo anterior foi adicionada 0,5ul digonucleotideo randémico
(Invitrogen) (300ug), e agua DEPC (Dietilopirocaratm) para um volume final de 15ul e
incubado a 70°C por 5 minutos. O tubo foi resfripdo5 min e acrescentado 5ul do tampéo
M-MLV 5X, 1,5u1 dNTPs (desoxirribonucleotideos fatfdos - “deoxynucleotide
triphosphates”) (10uM) e 1ul da enzima M-MLV (Prayag (200U/ul) e 17,5ul de agua
DEPC. Apds a homogeneizacao, a reacéo foi incud&FaC por 60 minutos.

O produto da reacéo foi acondicionado a — 20°@ at®mento de sua utilizacao para
a PCR em Tempo Real.

3.19 Reacdo da polimerase em cadeia em tempo reReél-time PCR) utilizando o
método comparativo

A determinacéo da expresséao dos genes escolhidealiaada através de reacdes em
triplicatas em placas de 96 pocos (Applied Biosysde As reacdes de qPCR foram feitas em
volume final de 15ul, 0,35ul de cada um dos oligtentideos (senso e antisenso) (10uM),
3ul de cDNA (diluidos 3 vezes) e 7,5ul do SYBR @rbtaster Mix (Applied Biosystems).

Foram utilizados iniciadores especificos (tabeldds genes de interesse, gambicina e
defensina (Xiet al.,2008), e como controle interno os iniciadoregedoe S7. Como controle
negativo foi utilizado pogcos sem amostra, mas camdeg oligonucleotideos e 0 mix de
SYBR Green.

Tabela 1: Sequéncias dos oligonucleotideos utihizaabs ensaios de PCR em tempo Real.

Oligonucleotideo Sequéncia 5'-3’
Defensina - F GAT TCG GCG TTG GTG ATAGT
Defensina - R TTATTC AAT TCC GGC AGA CG
Gambicina - F GCC AAAACCTGTTCCTCT TG
Gambicina - R CGATGT AGC ATT CGG TGA TG
Proteina Ribossomal S7 - F ACCGCCGTCTACGATGCCA
Proteina Ribossomal S7 - R ATGGTGGTCTGCTGGTTCTT
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O ensaio deReal-Time PCR foi realizado no aparelho 756@st Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) nas seguintes condigfesciclo de 48°C por 10 min, 1 ciclo
de 95°C por 10 min, 40 ciclos de 95°C por 15s € @@f 1 minuto.

Para a analise da expressao génica empregandmieat@e Real-Time PCR foi
utilizado o método de Delta-DeltaCAACt) (Livak & Schmittgen, 2001). Calcula-se
inicialmente oACt de cada amostra, subtraindo os valores de Cieghbld cycle ou limiar
do ciclo) do gene controle (S7) dos valores dodCgehe alvo. Apos a determinacao/dot
da amostra, escolhe-se a amostra normalizadora. dadélculo doAACt é utilizado a
seguinte férmula:ACt (amostra) -ACt (amostra normalizadora)]. Uma vez determinado o
AACH, aplica-se a formula’2®, que resulta no valor da expressao relativa.

Para a utilizacdo do método comparativo, foi neéresdeterminar inicialmente a
eficiéncia de amplificacdo do gene alvo e do cdatiterno. Para tanto, foram feitas curvas
com diluicbes seriadas do cDNA para cada genetdeesse. Para comparar a eficiéncia de
amplificacdo de dois genes os valores de Ct do geoeforam subtraidos dos valores de Ct
do gene controle. Caso a inclinacao da reta sefmntpie 0,1 a eficiéncia da amplificacéo &

comparavel e o método pode ser utilizado.

3.20 Reacdo da polimerase em cadeia em tempo reReél-time PCR) utilizando o
método da curva padrao

A determinacdo da quantidade de DNA bacteriancespaondente ao gene 16S foi
guantificado entre os grupos sem tratamento edwatamm antibidtico (carbenicilina ou
canamicina) utilizando o 750F0ast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). As
amostras foram feitas em triplicata em placas dpd®s. As reacdes de PCR foi utilizado
um volume total de 25ul, usando o TagMan UniverB&IR Master Mix (Applied
Biosystems), contendo 100nM de cada oligonucleotidriversal e para a sonda. As
sequéncias dos oligonucleotideos e da sonda est@bela 2.

As condi¢fes da reagao foram 50°C por 2 min, 9670 min, 40 ciclos de 95°C por
15 segundos e 60°C por 1 minuto.

A curva padrdo foi construida a partir do DNA de aurultura deBacillus

licheniformis em diluicbes seriadas e comparadas com as amdstmatestino dos insetos.
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Tabela 2: Sequéncia dos oligonucleotideos utiligados ensaios de PCR em tempo Real para
guantificacdo bacteriana no intestino do mosquito

Oligonucleotideo Sequéncia 5'-3’ Tm

16S F TCCTACGGGAGGCAGCAGT 59+4 °C
16S R GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT 58+1 °C
Sonda (FAM)CGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC(TAMRA) 6919 °C
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4 Resultados

4.1 Crescimento bacteriano diferencial apds o plagamento dos intestinos

Para observar se houve um crescimento difereneidbattérias cultivaveis como
resultado do efeito dos antibioticos na microbintastinal foi feito, o cultivo em meio PCA
do macerado de intestinos.

As placas contendo o macerado de intestinos setamieato (figura 7A e 7B)
resultaram em 5,4 x f@st. UFC/ml (tabela 3). No tratamento com gentamiffigura 7C e
7D), ndo houve crescimento de UFCs. Nas placaseicdat os intestinos tratados com
espectinomicina (figura 8A e 8B) houve um crescitoge 7 x 10 UFC/m.

Apds o plaqueamento dos intestinos tratados coractelina (figura 7F e 7H) foi
observado um crescimento de 1,5 X WEC/ml, enquanto no tratamento com carbenicilina
(figura 8E e 8F) observou-se uma média de 6,2 %UBC/mI,) e no tratamento com

canamicina o crescimento bacteriano foi de 2,9UFC/m.

Tabela 3: Estimativa das UFCs do intestind\daegypti antes e apds o tratamento com antibiéticos.

Amostras Quantidade bacteriana (UFC/ml)
Sem tratamento 5,4 x 1Gest
Tetraciclina 1,5 x 16
Gentamicina Sem crescimento
Espectinomicina 7x10
Carbenicilina 6,2 x 16
Canamicina 2,9x 16
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Figura 7: Crescimento bacteriano apos a incubagamaterado de intestinos. (A) Crescimento de
bactérias no intestino nao tratado concentradoC{Bscimento de bactérias no intestino nao tratado
diluido 10X. (C) Crescimento de bactérias no imestratado com gentamicina concentrado. (D)
Crescimento de bactérias no intestino tratado centagnicina diluido 10X. (E) Crescimento de
bactérias no intestino nao tratado concentrado. ((B¥)Crescimento de bactérias no intestino tratado
com tetraciclina concentrado (1X). (G) Crescimeadgdactérias no intestino ndo tratado diluido 10X.
(H) Crescimento de bactérias no intestino tratamo tetraciclina diluido 10X.
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Figura 8: Crescimento bacteriano apos a incubagamaterado de intestinos. (A) Crescimento de
bactérias no intestino tratado com espectinomicamzentrado (1X). (B) Crescimento de bactérias no
intestino tratado com espectinomicina diluido 103X). Crescimento de bactérias no intestino tratado
com carbenicilina concentrado (1X). (D) Crescimemt® bactérias no intestino tratado com
carbenicilina diluido 10X. (E) Crescimento de bdeg no intestino tratado com canamicina
concentrado (1X). (F) Crescimento de bactériasitesiino tratado com canamicina diluido 10X.
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4.2 Isolamento e identificacdo das bactérias preses no intestino deA. aegypti

Com o intuito de identificar as bactérias presema flora intestinal dé. aegypti,
bactérias dos intestinos sem tratamento e tratados carbenicilina e canamicina foram
isoladas de acordo com as caracteristicas da eglfsmis como cor, forma, formato da
margem.

Foram obtidos 13 isolados utilizando a técnica eleeadura por estrias. Desses, 7
isolados foram dos insetos nao tratados, 4 isolagos o tratamento com carbenicilina e 2
apos o tratamento com canamicina.

Para a identificacdo das espécies presentes naddasdacterianos, o DNA genémico
foi extraido e o gene 16S DNAr foi amplificado REER. Na figura 9 observa-se o gel com a

amplificacédo de 1500 pb correspondente ao gendNF8 presente nos isolados.

PM

Figura 9: Visualizacdo da banda de 1500pb do gé8eDINAr dos isolados bacterianos do intestino
deA. aegypti.

Apés a confirmacdo da banda correspondente ao JgBeo produto de PCR foi
purificado e enviado para a plataforma de sequemito. As sequéncias obtidas na
plataforma foram comparadas as sequéncias do naados do GenBank utilizando a
ferramenta BLASTN.

Dos 13 isolados foi possivel encontrar similaridgoira 11 sequéncias. Uma
sequéncia apresentou similaridade com uma bach&@a cultivAvel e uma outra nao
apresentou similaridade com as sequéncias do lsendados utilizado. Na tabela 4 pode ser
observada a porcentagem de similaridade dos iseleata as sequéncias do GenBank.

Os isolados provenientes da microbiota de insefe€t6 apresentaram filos como
Firmicutes (15%), Bacterioidetes (28%) e Proteddraxt(57%) (figura 10). Nos isolados
desse grupo foram identificadas 3 espécief\slea sendo elasAsaia bogorensis, Asaia

krungthepensis e Asaia siamensis.
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Os isolados bacterianos oriundos de insetos CBSEradr-se a presenca de espécies
do filo Bacterioidetes (65%), e também identificagdepécies de Actinobacterias (35%)
(figura 10).

Nos isolados do KNSF foi identificado somentéicrobacterium lacticum um
representante do filo Actinobacteria (figura 10).

100% -
90% -
80% -

70% -
60% M Actinobacteria
-

M Firmicutes
50% -
M Bacterioidetes
40% -
M Proteobactéria
30% -

20% -
10% -

0% -

Sem tratamentn Trat Carhenicilina Trat Canamicina

Figura 10: Porcentagem dos isolados bacteriamagsititados em filos.
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Tabela 4: Identificacdo dos isolados bacterianascdedo com o banco de dados GenBank.

Tratamento | Isoladg Espécie proxima Max identidade aloiMde E | N° genban
1 Asaia siamensis 95% 2e-171 ABG?[ZOO&
2 Chryseobacterium 95% 3e-171 | FJ608002.
meningosepticum
Sem 3
Asaia bogorensis 94% R 0.0 ABGB1O76.
tratamento 1
. . AB681142.
4 Asaia krungthepensis 94% 0.0 1
.. . AB682 )
5 Asala slamensis 95% Gi 005
6 | Baqllus . 92% 0.0 HM753625.
licheniformis 1
7 Chrygeobactgn um 93% 0.0 HQ154560.
meningosepticum 1
8 Uncult.ured 83% GU647071.
bacterium 1
Tratamento .
com 9 m’iieo:ad?;;r: 92% 0.0 HQ1i4560'
Carbenicilina gosen
Uncultured
10 Microbacteriaceae 83% 3e-10 JN865459.
bacterium
Tratamento 11 Sem similaridade
com
Canamicina
12 MICFOb?.CtGI’I um 84% 8e-71 EU573788.
|acticum 1
Chryseobacterium AF207071.
Sem 13 meningosepticum 95% 0.0 1
tratamento
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4.3 Efeito do tratamento com antibiéticos na infe@o por P. gallinaceum

Foi avaliado o impacto da microbiota natural dosquoto na capacidade de.
gallinaceum em estabelecer a infecgdo quando as bactériaw f@movidas utilizando-se o
tratamento com antibidticos. Os ensaios foramzadtis sete dias apos a alimentacdo em ave
infectada, que permitiu determinar a porcentageinfdecéo e o numero de oocistos de cada
intestino. Os graficos mostram a mediana com iaterinterquartil (percentis de 25 e 75). O
tratamento com gentamicina reduziu a presencactérizs no intestino do inseto (figura 7C
e 7D), com um numero médio de oocistos foi de 72e1® mediana de 58, 77+10 com
mediana 68 para 0 grupo controle e para o tratadogentamicina respectivamente (figura
11) ndo apresentando diferencas significativas(Q@5) quando submetido ao teste Mann
Whitney.

Resultados semelhantes a esses podem ser obseryaalodo os insetos foram
tratados com espectinomicina (figura 12) e tetfimadfigura 13).

O numero médio de oocistos no tratamento com espettina foi 26+2,6 com
mediana 23 e para o0 grupo controle 32+4,4 com madi® (figura 12) sem diferencas
significativas (p> 0,05).

Insetos tratados com tetraciclina apresentaram wmero medio de 31+3 oocistos,
mediana 29,5 enquanto o grupo controle apresemt@umeédia de 45+7 oocistos e mediana
33,5, com um p=0,4375, ou seja, sem diferencasfisafivas (figura 13) quando avaliado
pelo teste estatistico.
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Infeccéo de Aedes aegypti por Plasmodium gallinaceum
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Figura 11: Efeito do tratamento com gentamicinanfeccdo do A. aegypti por P. gallinaceum. Cada
ponto representa a quantidade de oocistos potiimieto mosquito.
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Figura 12: Efeito do tratamento com espectinomiciadanfeccdo do A. aegypti por P. gallinaceum.
Cada ponto representa a quantidade de oocistastpstino do mosquito.
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Infeccédo de Aedes aegypti por Plasmodium gallinaceum
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Figura 13: Efeito do tratamento com tetraciclinanfaccdo do A. aegypti por P. gallinaceum. Cada
ponto representa a quantidade de oocistos potiimieto mosquito.

No tratamento com canamicina a média do numeroodestos foi de 39 +3,8 e
mediana 42, enquanto o grupo controle resultou era média de 73+4,3 oocistos com
mediana 72,5 (figura 14). Essa reducao se mostigoifisativa quando submetido ao teste
estatistico Mann Whitiney (p<0,0001)

Quando os insetos receberam carbenicilina na dat@mero médio de oocistos foi
de 79,10 + 5,4, mediana 47, enquanto o grupo den&oresentou 43 +4,6 (figura 15) e
mediana 28, essa diferenca apresentou signific@stagistica (p<0,0001).

Quando uma mistura contendo os dois antibidtic@sajteraram o niumero medio de
oocistos (carbenicilina/canamicina) foi adicionadaolucdo de acucar ndo foi observada
diferenca significativa (p>0,05) entre a média deistos de 41+4 e mediana 44 para o0 grupo
nao tratado e 45,2 +4,3 com mediana 41,5 parampgratado (figura 16).
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Infec¢@o de Aedes aegypti por Plasmodium gallinaceum
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Figura 14: Efeito do tratamento com canamicinanfiaccdo do A. aegypti por P. gallinaceum. Cada
ponto representa a quantidade de oocistos potimdedo mosquito. (*** = P<0,0001).
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Figura 15: Efeito do tratamento com carbenicilimanfeccdo do A. aegypti por P. gallinaceum. Cada
ponto representa a quantidade de oocistos potiimdeto mosquito. (*** = P<0,0001).
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Infecgdo do A. aegypti pelo P. gallinaceum
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Figura 16: Efeito do tratamento com mistura de @aidilina e canamicina na infeccao do A. aegypti
por P. gallinaceum. Cada ponto representa a qaalgtide oocistos por intestino do mosquito.
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4.4 Quantificacdo do DNA bacteriano Total

Para verificar a quantidade total de bactériagptaultivaveis quanto ndo cultivaveis,
no intestino apés os tratamentos com os antib®taarbenicilina e canamicina (os que
alteraram a infeccéo), os DNAs foram extraidos a&ntjficados por g-PCR utilizando uma
sonda especifica para a regido conservada do ipessomal 16S.

A figura 17 mostra que CBSF apresentaram uma gizale média de DNA
bacteriano no intestino de 0,007 pg/pl, apreseotafii@renca significativa comparada ao
controle (p> 0,05). Os intestinos dos insetos KNBFtotal de 0,024 pg/ul. Os insetos SF-

Ctr continham no intestino uma quantidade médi@,d86 pg/ul.

Quantidade de DNAr 16S no intestino

:g 0.08-
[=))
=
*
< 0.06- : |
D E——
)
o
©
5 0.044
5 ——
0
o]
o 0.02
o 0.024
8
=l
3 | |
5 0.00 T T T
o Sem tratamento  Carbenicilina Canamicina

Figura 17: Quantidade total de DNA bacteriano resitino dos insetos. O teste Mann Whitney foi
utilizado (* = P> 0,05).
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4.5 Andlises da expressao dos genes de peptidedsraorobianos no A. aegypti

Para investigar a possibilidade de a microbio@dgana atuar na ativacdo de genes
regulados pela vidoll e Imd, foi comparado o nivel de expressdo de mMRNAs gambie
defensina dos CBSF e KNSF, visto que esses amtibsotfetaram significativamente a
infeccdo do\. aegypti peloP. gallinaceum

A anadlise de expressdo desses alvos foram estudadsislerando 3 grupos de insetos:
ndo alimentado (somente com acgucar), alimentadosargue normal e com sangue infectado.
As andlises foram feitas em diferentes tempos p@Rjcomo descrito no item 3.19 de Materiais
e Métodos.

Os niveis de mRNA relativos de defensina nos mtsgULBSF e KNSF (gréfico 9)
foram respectivamente 3,08 e 1,46 vezes maioreso guupo controle (inseto néo tratado) .

Niveis de mRNA de defensina
4.00

lativa

expressao re

SF-Ctr KNSF CBSF

Figura 18: Niveis de mRNA de defensina em mosquitteiros alimentados com agucar tratados
(KNSF, CBSF) e nao tratados (SF-Ctr). P= 0,01 qoate$tado por One- way ANOVA com
multiplas comparacdes de Tukey.

A expresséao dos niveis de defensina também foitifjgada nos insetos alimentados
com sangue e com sangue infectado nos tempos de2bh24h e 36h pos-alimentacdo. O
tempo Oh corresponde a 30 minutos apos a alimentsgdguinea, quando as fémeas se

encontravam totalmente ingurgitadas.
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Para avaliar o nivel de expressao diferencial efengina todas as amostras foram
normalizadas considerando a amostra ndo tratadalimientada. Pode ser observada nas
figuras 19 e 20 no tempo Oh apds alimentagdo umgseexpressado desse peptideo no inseto
BF-Ctr, se mostrando 66,73 vezes mais expressmséto BFI apresentou um pico de
expressdo 12h pés-infeccdo, enquanto o inseto KNEjffésentou maior expressao de
defensina 24h pos-infec¢do. Os insetos infectaddsram um perfil de expressdao menor

36h pos-alimentagédo se comparado com o0s insetosfe@tados.

Niveis de mRNA de defensina

*k%k
100+ ' | 3 Controle infectado (BFI-Ctr)
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0.5h 12 h 24 h 36h
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Figura 19: Perfil de expressdo de defensina entdssateiros infectados (BFI-Ctr, KNBFI) em
diferentes tempos. Teste 2way Anova com corregééoaferroni. (***= p< 0,001).
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Niveis de mRNA de defensina
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Figura 20: Perfil de expressao de defensina entasseio infectados (BF-Ctr, KNBF) em diferentes
tempos. Teste 2way Anova com correcdes de Bonfeffdit= p< 0,001).

O nivel de gambicina em insetos KNSF (figura 21Pf49 vezes mais expresso nesse

grupo comparando com o inseto SF-Ctr, enquanto sguitm CBSF apresentou um nivel de

expresséo 1,40 vezes menor comparando com SF-Ctr.

Niveis de mRNA de gambicina

Expresséo Relativa

SF-Ctr KNSF CBSF
Amostras

Figura 21: Niveis de mRNA de gambicina em mosquitsiros alimentados com acgucar tratados
(KNSF, CBSF) e nao tratados(SF-Ctr). Teste One- wWl{DVA com mudltiplas compara¢fes de
Tukey. (* = P<0,05; ** = P< 0,03; *** = P<0,0001).
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A expressao relativa de gambicina também foi medidamosquitos alimentados
com sangue e com sangue infectado (figuras 22.e 23)

No tempo de Oh pés-alimentacdo os niveis de mR&lAambicina (figuras 22 e
23) em insetos BF-Ctr e BFI-Ctr foram iguais aemsaumento de expressao comparado ao
inseto controle. No inseto KNBFI a expressao delgeima mostrou-se aumentada 1,6 vezes,
e o inseto KNBF mostrou uma expressao de gambictaezes diminuida.

Doze horas poés-alimentagdo (figura 22) os resodtadostraram que o nivel de
gambicina no inseto BFI-Ctr teve um aumento devé#es enquanto o inseto BF-Ctr foi 1,8
vezes maior comparando ao controle( SF-Ctr). lisskteBFI (figura 22) tiveram os niveis
de expressao de mRNA 3,1 vezes aumentada enquardeto KNBF (figura 23) n&o sofreu
aumento nessa expressao.

No tempo de 24h gambicina se mostrou diminuidairetos BFI-Ctr e KNBF
respectivamente 0,63 e 0,6 vezes. Nesse tempoe hwmaumento desse peptideo 1,27 e 2,2
vezes respectivamente para os mosquitos KNBFI €BF-

Com 36h é observado um pico de gambicina para uitosgKNBF (7 vezes
maior), um aumento de 2,9 vezes foi observado pa&-Ctr, enquanto o BFI-Ctr foi 0.1

vezes menor, ja os insetos KNBFI sofreram um auvonaatl,6 vezes.

Niveis de mRNA de gambicina
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Figura 22: Perfil de expressdo gambicina em inseitaros infectados (BFI-Ctr, KNBFI) em
diferentes tempos. Teste 2way Anova com correcééxoaferroni. (***= p< 0,001).
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Niveis de mRNA de gambicina
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Figura 23: Perfil de expressédo de gambicina emadsgs#io infectados (BF-Ctr, KNBF) em diferentes
tempos. Teste 2way Anova com corre¢des de Bonfie fenP<0,05; ***= p< 0,001).

Com relacdo ao grupo CBBFI (figura 24), os niwdgsexpressao de defensina se
mostraram 19,6 vezes mais expresso apos 12h, A& \maior apos 24h e 16,08 vezes
maior apés 36h em relacdo ao SF-Ctr, o BFI-Ctrsgmteu expressao de defensina em torno
de 30 vezes maior 24h apés a alimentacdo e 78¢ks weais expressao de mRNA desse

peptideo apés 36h.

Insetos BF-Ctr apresentaram uma expressao dé&dBe9R,5 vezes maior 12h pos-
alimentacdo, seguidos por 6,4 vezes e 2,2 vezesr mpDs 24h e 36h respectivamente
(figura 25).

Os insetos CBBF mostrou niveis de mRNA 8 vezeomapds 12h, 4,57 vezes

maior apos 24h e 7,65 mais expressado apos 36na(faf).
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Niveis de mRNA de defensina
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Figura 24: Perfil de expressdo defensina em insgtwsros infectados (BFI-Ctr, CBBFI) em
diferentes tempos. Teste 2way Anova com correcééoaferroni. (***= p< 0,001).
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Figura 25: Perfil de expressdo de gambicina entdesgio infectados (BF-Ctr, CBBF) em diferentes
tempos. Teste 2way Anova com corre¢cfes de Bonfier(tf= p< 0,001).

Os niveis de gambicina nos insetos CBBFI foi @Zeg menor no tempo Oh, seguido
de 0,7 vezes menor nos tempos de 12h, 24h e 3pMA26).

Os insetos BFI-Ctr apresentaram expressdo do m&&gambicina em torno de
0,4 vezes menor 12h apés a alimentacdo, 0,5 veee®srexpressdo de mRNA desse

peptideo apds 24h seguido por 0,4 vezes menos38pdséigura 26).
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Insetos BF-Ctr apresentaram uma expressao dédBes33 vezes maior 12h pos-
alimentacéo, seguidos por 1,24 vezes maior e Ina@wr apos 24h e 36h respectivamente
(figura 27).

O CBBF apresentou niveis de mRNA 22 vezes maios 8gh, 24,25 vezes maior
apos 36h (figura 27).

Niveis de mRNA de gambicina

1.5-
3 Controle infectado (BFI-Ctr)

.g | Fkk | Bl Carbenicilina infectado(CBBFI)
L T
i *
Q | |
lg *
0 0.5- H ' '
o
<

00 T T ] I

0.5h 12 h 24 h 36h
Amostras

Figura 26: Perfil de expressdo gambicina em insaitaros infectados (BFI-Ctr, CBBFI) em
diferentes tempos. Teste 2way Anova com correcéésodferroni. (*=P<0,05; ***= p< 0,001).
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Figura 27: Perfil de expressdo de gambicina entdesgio infectados (BF-Ctr, CBBF) em diferentes
tempos. Teste 2way Anova com corre¢cfes de Bonfier(tf= p< 0,001).
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5 Discussao

5.1 Isolamento e identificacdo da microbiota intestal de A. aegypti

Muitos insetos contém grandes comunidades de stigemicro-organismos que
provavelmente excedem seu numero de células. Emardmsne outros mamiferos a
microbiota intestinal tem um papel vital em um @8O chamado “resisténcia a colénia” que
funciona para prevenir a colonizagéo do intestimogatogenos (Dillon & Dillon, 2004).

A composicdo da microbiota intestinal do mosquitawgto menos complicada que a
microbiota intestinal de mamiferos, e isso perragidar a dindmica do sistema imune do
hospedeiro, microbiota natural e 0 micro-organig@amgénico.

Nesse estudo, para verificar a relacdo da micrahiotestinal doA. aegypti e a
infeccdo peloP. gallinaceum, esses insetos foram submetidos ao tratamentocipoo
diferentes antibidticos, como descrito no itemde3Materiais e Métodos.

O fornecimento de antibidtico na solugdo de acudiaminuiu efetivamente a
quantidade de bactérias do intestino dos mosquigopresenca de todos os antibidticos
utilizados quando comparada a placa dos intestioesnosquitos que nédo foram submetidos
a qualquer um dos tratamentos.

Os antibiodticos, espectinomicina, gentamicina eatétlina, se mostraram 0s mais
eficientes na eliminacdo de bactérias cultivaveds entanto, ndo apresentaram relagdo no
processo de infeccao pelo parasito, apesar desatgalvalhos observarem efeitos na infeccéao
utilizando gentamicina ou tetracilina no tratameméoalguns mosquitos (Beiest al., 1994;
Dong et al., 2009).

Visando a importancia dessa relacdo entre baciéribionte e o inseto vetor, esse
estudo isolou e identificou a microbiota intestidal mosquitosA. aegypti antes e apés o
tratamento com canamicina e carbenicilina.

Os isolados provenientes de insetos SF-Ctr, coperado, apresentaram uma maior
diversidade de espécies, englobando filos comoi&ies, Bacterioidetes e Proteobactéria
(figura 10), sendo o ultimo o mais abundante, comilaridade para 3 espécies Aesaia,
havendo uma predominancia de isolados Gram-negatiBactérias intestinais tanto de
populacdes de campo como de laboratério de espéei@sosquitos tem sido identificadas

em muitos estudos, mostrando a presenca de muipETies Gram-negativas, apesar da
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identificacdo de algumas espécies Gram-positivhad®& Wistreich, 1959; 1960; Ferguson
et al.,, 1961; DeMaio et al., 1996; Pumpuniet al., 1996; Gonzalez-Ceroret al., 2003;
Pidiyar et al., 2004; Dong et al., 2009; Gusméaoet al., 2010; Chavshinet al., 2011,
Cirimotich et al., 2011; Raniet al., 2011).

Alguns géneros bacterianos desse estudo também fetatados em outros estudos.
Bacillus foi observado ermd\ aegypti (Gusmaéao et al., 2010), em A. gambiae (Lindh et al.,
2005) emlarvas deCulex quinquefasciatus (Pidiyar et al., 2002) e de A. stephensi (Rani et
al., 2009). Chryseobacterium foi anteriormente associado ao intestino médio Gle
guinquefasciatus, A. gambiae, A. stephensi (Donget al., 2009;Raniet al., 2009; Chavshinet
al., 2011).

Interessantemente, quando 0s insetos receberamtaménto com carbenicilina
Chryseobacterium meningosepticum se tornou dominante e outras espécies tiveram seu
crescimento limitado, sugerindo que essa bactésagter alguma vantagem competitiva no
intestino do mosquito ou 0 seu crescimento favde@elo meio de cultura utilizado.
Observacdes semelhantes a essa, utilizando outtibgdticos, foram feitas er. gambiae
por Dong e colaboradores (2009). Quando tratades canamicina nao foi possivel
identificar essa espécie apos o plaqueamento.

Trés espécies do génehsaia foram identificadas nesse trabalho, sendo o fiksm
abundante (proteobacteria). Trabalhos de Pidiyarcodaboradores, (2004), Rani e
colaboradores (2009) e do nosso grupo (Gaio e adbres, 2011), mostraram uma alta
porcentagem de bactérias desse filo colonizandoatw tdigestivo de mosquitos. As
sequéncias obtidas por ndés mostraram 94%, 94% ed@8inilaridade respectivamente para
Asaia bogorensis, Asaia krungthepensis e Asaia siamensis, espécies isoladas de flores
tropicais (Yamadaet al., 2000; Katsuraet al., 2001; Yukphanet al., 2004). Além do trato
digestivo, estudos demonstraram que espécies gésseo também séo capazes de colonizar
a glandula salivar e ovario de mosquitos e sadrgerde adquiridas por transmissao vertical
(Favia et al., 2007).

Sob o tratamento com carbenicilina, houve uma meéelig,2 x 16 UFC/ml e como
dito anteriormente, com uma predominancia@lemeningosepticum. Uma espécie Gram-
positiva da familiadVlicrobacteriaceae também foi identificada, no entanto néao foi posisiv
encontrar similaridade em nivel de género. Espétées$amiliaMicrobacteriaceae foram
encontradas também efustephensi, C. quinquefasciatus, A. gambiae (Pidiyar et al., 2004;
Dong et al., 2009; Chavshiret al., 2011).
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No tratamento com KNSF a média de UFC/ml foi de 2B, a sequéncia obtida
encontrou semelhanca pakéicrobacterium lacticum, uma espécie Gram-positiva. Além
dessa sequéncia, uma outra ndo apresentou siadarjghra nenhuma sequéncia presente no
banco de dados que utilizamos, podendo ser, portamha sequéncia bacteriana ainda
desconhecida, por isso, faz-se necessario maisiggueos a fim de elucidar essa questao.

A diversidade de bactérias identificadas nessalestdo foi tdo alta como descrito
em outros trabalhos que encontraram géneros paiscipomo Serratia, Enterobacter,
Klebsiella (Pumpuniet al., 1996; Gonzalez-Cerosgt al., 2003; Pidiyaret al., 2004; Donggt
al., 2009; Gusmaet al., 2010; Chavshirt al., 2011), talvez isso tenha ocorrido porque o
isolamento foi feito a partir de mosquitos da teecgeracédo, seguramente mais homogénea e
ndo diretamente da populagdo de campo, além dissiizacdo de solucdo de glicose sem
adicdo de antibidticos porém estéril certamenteirdim a fonte de contaminagdo por
bactérias ja que € sabido que os mosquitos podeguiralhs do estagio larval ou podem ou a
partir da alimentacéo rica em acgucares (Briegehisd€, 1973). Gaio e colaboradores (2011)
mostraram uma menor variabilidade de espécies fmtds presentes no intestino Ao
aegypti provenientes da cidade de Recife-PE em relacdaidedes de Campos dos
Goytacazes-RJ e Manaus-AM.

Sabe-se que a maioria dos microrganismos nao déwvacais ou sdo de dificil
cultivo (Vartoukianet al., 2010), Contudo, somente a microbiota cultivadel intestino
médio foi investigada nesse trabalho. E esse @stlamonstra claramente, tanto nas placas
de cultivo quanto na quantificacdo total de DNAtbaano uma diminuicdo da microbiota

revelando assim, sucesso na metodologia utilizada giminuir bactérias do intestino 8o

aegypti.

5.2 Andlise do impacto da administracdo de antibi@tos na infeccado deé\. aegypti por P.

gallinaceum

A malaria é a mais importante doenca causada poregeno mundo (WHO, 2011). O
controle da transmissdo dessa doenca é principarfesado no controle do vetor. Contudo,
as medidas de controle atuais com base em mosqsiteatados com inseticidas e “sprays”
residuais ndo sdo capazes de interromper a tras@nida malaria nas grandes areas
endémicas principalmente da Africa e do PacifiaanGsso, existe um aumento no interesse
de estudos com finalidade de controle biolégicos mssas abordagens focadas no controle

do vetor ainda sao pouco exploradas. (Fergugah., 2010).
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Inseticidas ndo quimicos véem ganhando a atengé&oigaimente por causa do
impacto ambiental dos inseticidas quimicos e aiti@es! resisténcia a eles (Schodeal.,
2004a; French-Constant, 2005). Dessa forma, famesmessario o desenvolvimento de
alternativas aos inseticidas convencionais (Zaitch@uillet, 2002; Cirimotichet al., 2011a).
Por isso, o0 uso de micro-organismos € o grande ¢doooo alternativa a tais produtos por
causa da sua toxicidade seletiva e seguranca atalliglohanty and Prakash, 2004).

Sabe-se que 0s mosquitos tem sua proépria floraobi@ra intestinal. Antigamente,
acreditava-se que 0s insetos eram vetores pagspodiam transmitir micro-organismos por
meio de trés interagcdes ndo especificas: carregandoorpo, regurgitando e defecando.

Entretanto, hoje em dia, pesquisadores acreditagnagdisseminacdo de patdgenos
por vetores envolve interagcfes especificas erfiaspedeiro e a bactéria.

Dessa forma, acredita-se que a microbiota tem mpoitante papel na interacao
parasito vetor e podera contribuir para o desenwento de ferramentas seguras de controle
de doencas tropicais, sobretudo a malaria.

Estudos vém mostrando que a microbiota intespiode afetar a capacidade do vetor
de véarias maneiras. Essa associagdo com o ingetonteimportante papel na sua fisiologia
como nutricdo, digestdo, producéo de ovos (Dilloi&on, 2004; Gusmaoet al., 2010;
Gaio et al., 2011b) até mesmo na ativacado da imunidade {(Wdeasset al., 2011). Muitas
vezes, a capacidade do vetor em estabelecer gaofécdiminuida (Cirimoticlet al., 2011a)
porque o desenvolvimento do parasito é dificultadioessa microbiota (Dong al., 2009).

Dong e colaboradores (2009) observaram que a niteontestinal influencia na
formacdo de oocistos dBlasmodium. Mosquitos que foram tratados com antibidticos e
posteriormente desafiados cob falciparum foram mais susceptiveis a essa infeccao,
todavia, a reconstituicdo da flora bacteriana teaudm um nivel de infeccdo semelhante aos
insetos ndo tratados.

O presente trabalho avaliou a respostaAdaegypti a infeccdo poP. gallinaceum
guando esses insetos foram tratados por cincoi@itds, e dependendo do antibidtico
utilizado os mosquitos responderam positivamenggativamente ou nao apresentaram
diferencas na infeccdo pelBlasmodium quando comparados ao grupo controle. Nesta
avaliacdo foi interessante observar que tanto narbea quanto canamicina atuaram
alterando a infeccdo no inseto. Canamicina inibarciplmente o desenvolvimento
esporogonico dd°. gallinaceum, enquanto carbenicilina tornou o inseto signifiGahente
mais susceptivel a infeccdo. Apesar de ambos did@itios serem efetivos contra bactérias

gram-negativas, a carbenicilina também afeta hast&ram-positivas. Possivelmente um
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antibidtico, a canamicina, eliminou certas bacteadavoreceu o crescimento e colonizacao
de outras, provavelmente bactérias ndo cultiva@igrafico 8 mostra que a quantidade total
de bactérias no intestino, apresenta uma maiortigiade de DNA bacteriano nas amostras
tratadas com canamicina em relacdo as com carlyegigoorém o contrario € observado
guando sao analisadas as placas contendo as &sctéiitivaveis. Relacionando esse
crescimento bacteriano diferencial com a infecc@oRbasmodium, conclui-se que insetos
gue tiveram carbenicilina adicionados a dieta am@sam uma quantidade menor de
bactérias, e uma maior suscetibilidade ao paraBito. outro lado, o grupo tratado com
canamicina teve uma parcial inibicdo da infecc@bservando o grafico de quantidade total
de bactérias é visto que ha um aumento dessa nutaalomparado ao outro tratamento.
Esse fato demonstra que a microbiota intestinal.daegypti tem um papel importante no
desenvolvimento d@. gallinaceum. Resultados semelhantes a esses foram relatadndaju
A. gambiae e A. stephensi foram tratados com gentamicina e infectados €orfal ciparum
(Beier et al., 1994; Dong et al., 2009). EmCulex bitaeniorhynchus o tratamento com
tetraciclina resultou em uma maior suscetibilidadevirus da encefalite japonesa (Mourya
et al., 1985) assim comA. aegypti com o virus dengue apdés uma combinacgéo de peaicilin
estreptomicina e gentamicina (i al., 2008).

A inibicdo da esporogonia no intestino dos mosguiwem sendo observada em
muitos trabalhos devido a acdo de bactérias Grayativas (Pumpunét al., 1993; Straifet
al., 1998; Gonzalez-Cerat al., 2003; Donget al., 2006; Cirimotich et al., 2011a). Pumpuni
e colaboradores (1993) avaliaram o efeito de bast&ram-negativas e Gram-positivas no
desenvolvimento ddP. falciparum no mosquitoA. stephensi. Uma parcial ou completa
inibicdo na formag&o do oocisto ocorreu quandosess®etos foram co-alimentados com
diferentes concentracdes de bactérias Gram-negatitlizadas, mas esse efeito inibitorio
nao foi observado com bactérias Gram-positivas.

Estudos vém discutindo a utilizagdo de espécies gdoero Asaia como
paratransgenese (Favet al., 2007;Damianiet al., 2008; 2010; Rankt al., 2009; Chavshin
et al., 2011; Djadid et al., 2011),que é a manipulacdo genética de um micro-organismo
simbionte para controle de doencas transmitidasgiores. Um candidato a paratransgénese
necessita ter uma relacdo simbidontica com o veder, facilmente propagado e possuir
estabilidade para expressar o gene de interesse@aprometer sefitness (Riehle et al.,
2007), fazendo assim dessa espécie um forte caodidaontrole de malaria. No entanto, no
presente estudo, a relacdo enfymia sp. e Chryseobacterium se mostrou relevante na

resisténcia/suscetibilidade @oaegypti aoP. gallinaceum. Asaia e Chryseobacterium estao
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presentes na microbiota normal desses mosquiteeémpo tratamento com carbenicilina
elimina Asaia, predominaC. meningosepticum e ocorre um aumento da infeccdo pelo
Plasmodium. Todavia, distintamente, o tratamento com canamaicelimina ambas as
espécies e como consequéncia ocorre inibicdo paei@rmacao de oocistos. Experimentos
de co-alimentacdo devem ser feitos para elucidpossivel papel dessas bactérias com a

infeccdo deA. aegypti por P. gallinaceum.

5.3 Andlise do perfil de expressédo de AMPs

Patogenos sdo reconhecidos por receptores dehemiorento de padrdo que ativam
vias de sinalizacdo imund@d|l e Imd) bem caracterizadas ebrosophila. Como resultado
dessa sinalizacao, ocorre a ativacdo de um fatetidacdo nuclear especifico-kB (NF-kB)
que é translocado para o nucleo e induz a tradscidge genes que codificam moléculas
imune efetoras. Dentre essas, 0s peptideos artiacios (AMPS) que causam lise ao
micro-organismo alvo sdo um dos genes mais indazagpds uma infeccdo (De Gregoeto
al., 2001; Irvinget al., 2001).

Este nosso estudo demonstra que o sistema imgpenge a uma supressao da
microbiota. Os niveis de defensina se mostrarararseypressos quando 0os mosquitos foram
submetidos aos tratamentos com antibidticos camaane carbenecilina (KNSF e CBSF).
Distintamente, a gambicina se mostrou super-expnegs mosquitos KNSF e sub-expressa
naqueles CBSF. Estes dados fortemente sugeremnge&s tratados com canamicina
apresentam um sistema imune mais ativo apesar rdmui¢do da microbiota, e que,
provavelmente, esses dois AMPs apresentam uma ifesdade para bactérias Gram-
positivas como demonstrado dbmosophila (Kaneko & Silverman, 2005), visto que este
antibiético possui espectro de acdo para bact@iam-negativas. Curiosamente, a taxa de
sobrevivéncia dé\. gambiae que tiveram o gene da defensina silenciado, faidaeapds a
injecdo com bactérias Gram-negativas e Gram-pasitiVerificou-se que a sobrevivéncia
dos mosquitos foi diminuida apenas com a injecadat#éerias Gram-positivas e nao se
alterou com as Gram-negativas (Blandiral., 2002). Considerando os nossos dados e estes
verificados enmA. gambiae, sera interessante avaliar a expressao e sileymigs precursores
de ativacéo da vi@oll elmd nosA. aegypti tratados como os antibiéticos que utilizamos para

confirmar tal hipétese.
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A expressédo desses dois AMPs também foi medidadguesses grupos de insetos se
alimentaram com sangue e com sangue infectado.

E sabido que, a alimentagdo sanguinea fornecéemias para a maturacdo de
ovécitos, para isso, o0 corpo gorduroso da fémea atiexpressao do gene da vitelogenina,
enquanto genes relacionados a imunidade, como dilefen tendem a ficar sub expressos
para diminuicdo do gasto energético (Raikhel, 19®@mans et al., 1995; Hoffmann et
al.,1999; Kokoza et al., 2000). De acordo com a literatura, a expressewitglogenina,
principal proteina produzida pelas fémeas parataragiio dos ovécitos, atinge seu pico em
24h e se mantem até 36h-48h apds alimentacdo saag(Attardoet al., 2006). Trabalhos
de Gaio e colaboradores (2011) demonstraram clatemena diminuicdo no numero de
ovOcitos ap0s a administracdo de carbenicilinajcamtio que bactérias possuem um
importante papel nesse evento. Nossos resultadsgsaram que a expressao de defensina e
gambicina no CBBF apresentou um aumento de 24h3férae uma queda nesses tempos no
grupo BF-Ctr corroborando com a literatura (figuzase 27).

Experimentos de Kokoza e colaboradores (2000) yamicgm um mosquito
transgénico para expressar vitelogenina e defensimaltaneamente, e com isso foi
observado um aumento de expressdo de ambos os gssesinseto foi infectado cob
falciparum e a inibicdo na producdo de oocistos foi obsen(ad&oza et al., 2010). Um
trabalho recente utilizando o mesmo principio aelpcéo de transgénico eistephensi, A.
gambiae e A. albimanus, porém ativo para vitelogenina e Rel2 (um impddaomponente
da vialmd ativadora de AMPSs), mostrou resultados semelhaassuindo atividade anti.
falciparum (Dong et al., 2011). Essa abordagem transgénica se mostraendd em trés
modelos, indicando que essa via de controle daséspmune é altamente conservada em
mosquitos, dessa forma, pode ser uma eficientenfieimta para controle da doenca.

Insetos KNBFI aumentam a expressao de defensihae236h apds a alimentacéo
comparada ao BFI-Ctr, momento em que 0 oocinetcecana invadir o epitélio intestinal,
diminuindo a infec¢do. Resultados semelhantes ls&ereados quandd. gambiae se infecta
com P. berghei apresentando um pico de expressdo 26h apds acdonfeem insetos
previamente tratados por antibiéticos (Richretal., 1997).

O CBBFI apresentou niveis de expressdo de defensianores comparada ao
controle infectado 24h e 36h apés a alimentacaelardo um sistema imune menos ativo o
gue provavelmente propiciou uma maior suscetildiedao parasito.

Avaliando os niveis de expressdo de gambicina NBM pode se concluir que se

mostrou mais ativa que o BFI-Ctr determinando umizigdo parcial do numero de oocistos.

67



Alessandra da Silva Orfané Discussao

Quando se avalia os niveis de gambicina do grupe gpresentou maior
suscetibilidade adP. gallinaceum (carbenicilina) € observado uma inibicio do mRNA
sugerindo assim que a ativacdo desse peptideoco@ice somente pelo parasita e necessita
da acdo da microbiota, talvez uma classe especiédaactérias diferente das presentes no
KNSF ou SF-Ctr, pois quando essa expressao € daalia inseto BF-Ctr o perfil também
muda.

Estudos feitos por Welburn e colaboradores (1988fstraram que o simbionte
intestinal da mosca Tsé-tsdalis glossinidius, produz agucar que neutraliza a atividade da
lectina anti-tripanossomal no intestino do inse@iomentando assim o desenvolvimento do
Tripanossoma brucei, mecanismos semelhantes a esse pode estar ocomendnodelo
avaliado e interferindo nas vias do sistema imuivardo-as ou inibindo-as, o qual poderia
explicar as flutuagbes observadas no inseto quasti infectado ou somente alimentado

com sangue
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6 Conclusodes

- Todos os antibioticos utilizados eliminaram ef@tente a quantidade de bactérias
cultivaveis do intestino dA. aegypti.

- A variabilidade de espécies de bactéria constdatmicrobiota intestinal apds o tratamento
com carbenicilina e canamicina foi diminuida.

- O tratamento com carbenicilina e canamicina eritiaram na resisténcia/suscetibilidade
do A. aegypti aoP. gallinaceum.

- Os experimentos de infecgao e sequenciamentd\deldacteriano sugerem que a presenca
concomitante désaia e C.meningosepticum é importante no estabelecimento da infec¢éo por
P. gallinaceum.

- A expressao de defensina se mostrou maior 28he@8s-infeccdo e gambicina em todos
os tempos em insetos KNBFI comparado ao grupo &F-Ct

- A expressédo de defensina se mostrou menor 24h @@&s-infeccdo e gambicina em todos
os tempos em CBBFI comparado ao grupo SF-Citr.

- A carbenicilina atua na microbiota intestinal Ao aegytpi, e possivelmente causa um
desequilibrio na ativacdo das vias de imunidadeeatsndo os niveis de expressdo de
gambicina e defensina nos insetos CBBF.
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