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RESUMO

Há décadas pesquisadores tentam contornar epidemias de arbovírus, porém, muitas vezes sem

sucesso. Isto porque esses vírus são transmitidos rapidamente e em grande escala por

mosquitos vetores, os quais ocupam uma larga faixa de distribuição especialmente nas zonas

tropicais. Devido esse problema de saúde pública, muitos estudos com mosquitos têm sido

desenvolvidos nos últimos anos, e um novo conceito tem sido aplicado à competência vetorial

desses insetos: a maneira como a transmissão de arbovírus ocorre depende dos demais

microrganismos associados. Em outras palavras, a transmissão de doenças importantes como

a febre amarela também depende das bactérias que esse mosquito carrega; e mais, também

depende dos outros tipos de vírus presentes no mosquito. Saber disso muda o modo como

enxergamos a competência vetorial e o controle de epidemias. Por isso, os objetivos deste

trabalho focaram em conhecer a diversidade de bactérias e vírus associados a mosquitos

transmissores de febre amarela silvestre. Para isso, a abordagem de sequenciamento de nova

geração juntamente com metagenômica foram utilizadas para analisar mosquitos do gênero

Sabethes spp. coletados na região metropolitana de Belém-PA, Brasil. Neste trabalho foi

possível encontrar uma grande diversidade microbiana que mostrou-se semelhante para todos

os Sabethes estudados, embora não tenha sido possível observar uma filossimbiose

significativa. Bactérias com potencial para controle biológico como Listeria monocytogenes,

Wolbachia, Enterobacter cloacae e Bacillus thuringiensis puderam ser identificadas nas

amostras, assim como uma vasta gama de vírus, principalmente vírus inseto-específico,

muitos dos quais ainda não possuem dados concretos na literatura disponível. Essas

descobertas são o primeiro passo para entender como o microbioma atua na transmissão de

vírus importantes, permitindo a elaboração de novas estratégias de controle biológico de

arboviroses e até mesmo desenvolvimento de novas vacinas.

Palavras-chave: Controle biológico. Metagenômica. Microbiologia ambiental. Virologia.



9

ABSTRACT

For decades researchers have tried to control arbovirus epidemics but often without success.

This is because these viruses are transmitted rapidly and on a large scale by mosquito vectors

which are distributed around the world, especially in tropical areas. Due to this public health

problem, many studies with mosquitoes have been developed in recent years, and a new

concept has been applied to the vector competence of these insects: the way that arbovirus

transmission occurs depends on the other associated microorganisms. In other words, the

transmission of important diseases like yellow fever also depends on the bacteria that this

mosquito carries and also depends on the other types of viruses present in the mosquito.

Knowing this changes the way we understand vector competence and epidemic control.

Therefore, the aim of this work was focused on knowing the diversity of bacteria and viruses

associated with mosquitoes that transmit wild yellow fever. For this, the next generation

sequencing approach together with metagenomics were used to analyze Sabethes spp.

collected in the metropolitan region of Belém-PA, Brazil. In this work it was possible to find a

great microbial diversity that was similar for all the Sabethes studied, not being possible to

observe a significant phyllosymbiosis. Bacteria with potential for biological control such as

Listeria monocytogenes, Wolbachia, Enterobacter cloacae and Bacillus thuringiensis could be

identified in the samples, as well as a wide range of viruses, mainly insect-specific viruses,

which still do not have concrete data in the available literature. These discoveries are

important to understanding how the microbiome acts in the transmission of viruses, allowing

the elaboration of new strategies of biological control for arbovirus and the development of

new vaccines.

Keywords: Biological control. Environmental microbiology. Metagenomics. Virology.
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1. INTRODUÇÃO

1.1. FAMÍLIA CULICIDAE E GÊNERO SABETHES

1.1.1. Morfologia externa de adultos

Os mosquitos são insetos pertencentes à classe Insecta, ordem Diptera e família

Culicidae e são denominados popularmente como muriçocas, carapanãs ou pernilongos

(Marcondes, 2011). Possuem corpo segmentado e revestido por um exoesqueleto quitinoso,

que é dividido em cabeça, tórax e abdômen. Na cabeça, estão localizados os órgãos

sensoriais como os olhos com vários omatídeos, os palpos, as antenas, além da probóscide,

que é o aparelho para realizar alimentação e hematofagia. No tórax, estão os apêndices

locomotores como as patas e asas, enquanto que no abdômen não há apêndices (Consoli &

de Oliveira, 1994) (Figura 1). Muitas dessas estruturas, a exemplo dos palpos e antenas,

são utilizadas por taxonomistas morfológicos para realizar a identificação de espécies e

dimorfismo sexual (Figura 2).

Figura 1. Morfologia externa de Culicidae

a) cabeça; b) tórax; c) abdôme; ol) olhos; pl) palpos; ant) antenas; pb) probóscide; pt) patas; as) asas.
Fonte: adaptado de Consoli & Oliveira, 1994.
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Figura 2. Dimorfismo sexual de Culicidae

a) fêmea; b) macho; ant) antenas; pl) palpos.
Fonte: adaptado de Consoli & Oliveira, 1994.

Além das estruturas descritas, os mosquitos também possuem o corpo recoberto por

escamas metálicas de diversas colorações, podendo variar entre azul, violeta e verde nas

espécies do gênero Sabethes (Lane & Cerqueira, 1942; Marcondes, 2011), conferindo a

esse mosquito um aspecto chamativo mesmo a olho nu, embora tais estruturas possam ser

melhor observadas com o auxílio de uma lupa estereoscópica. Essas colorações chamativas

são mais comumente observadas em mosquitos selvagens do que em mosquitos urbanos,

provavelmente para facilitar o destaque dos mesmos na paisagem de mata, fator que é

importante principalmente para a reprodução (Lane a Cerqueira, 1942) (Figura 3).
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Figura 3. Escamas violáceas de mosquitos do gênero Sabethes

A) abdome. B) remos nos tarsos medianos. C) pleura. D) garras tarsais bífidas não denteadas

Fonte: Betina Westphal, 2011.

Outras estruturas importantes, mas que se encontram parcialmente externas, são as
genitálias (Figura 4), que são compostas pelo órgão copulador e estruturas associadas,
sendo também muito utilizadas na sistemática taxonômica (Consoli & de Oliveira, 1994),
especialmente para o gênero Sabethes, uma vez que é um gênero composto de espécies
difíceis de identificar quando não se tem uma vasta experiência na área ou quando as
demais estruturas externas estão danificadas. As genitálias masculinas são as mais
utilizadas na identificação, embora os machos sejam mais difíceis de coletar em área de
mata, tornando esta prática de identificação por genitálias basicamente restrita aos
espécimes mantidos em laboratório. Entretanto, há trabalhos recentes a respeito da
identificação por genitais femininos (Figura 4) (Stein et al., 2020).
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Figura 4. Genitália feminina de mosquitos do gênero Sabethes

(A) Vista ventral; (B) esterno VIII; (C,D) lobo pós-genital e cercos; (E) tergum IX, vista dorsal; (F) ínsula.
Abreviaturas: Ce, cerco; I, ínsula; PGL, lobo pós-genital; Te-IX, tergum IX.
Fonte: Stein et al., 2020.

Todos os órgãos/estruturas mencionados anteriormente, exceto os olhos, podem ser

utilizados na identificação de espécies. Além destes, há também a utilização dos pelos ou

cerdas do corpo do mosquito para o reconhecimento de uma determinada espécie; a esta

ciência denominamos Quetotaxia, sendo utilizada não apenas para mosquitos adultos como

também para larvas e pupas (Forattini, 1962). Uma vantagem dessa abordagem é que

mesmo que os pelos caiam, ainda assim é possível realizar a identificação, uma vez que

permanecem no exoesqueleto pequenos orifícios semelhantes à poros dos quais saem as

cerdas (Figura 5).
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Figura 5. Quetotaxia de mosquito adulto (vista lateral)

c) cabeça; a) abdôme; pna) cerdas pronotais; pnp) cerdas pronotais posteriores; epl) cerdas espiraculares;
pepl) cerdas postespiraculares; pa) cerdas prealares; ma) cerdas marginais; meps) cerdas mesoepimerais
superiores; mepi) cerdas mesoepimerais inferiores; sp) cerdas esternopleurais; ppl) cerdas propleurais.
Fonte: adaptado de Forattini, 1962.

1.1.2. Morfologia interna de adultos

No que diz respeito à morfologia interna, a primeira estrutura que devemos mencionar

é a probóscide, que tem relação direta com a nutrição dos mosquitos e transmissão de

patógenos por espécies hematófagas. Embora possamos ter uma visão externa de tal

estrutura, na verdade constitui-se como um aparelho um pouco mais complexo

internamente, possuindo seis estiletes, sendo um par de maxilas, um par de mandíbulas, a

hipofaringe e o labro, os quais se encontram alojados no lábio e, que durante a alimentação

ou hematofagia realizam movimentos específicos e coordenados de modo a permitir a

rápida sucção de fluidos (Consoli & de Oliveira, 1994) (Figura 6).
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Figura 6. Aparelho picador-sugador de Culicidae

a) aparelho bucal: 1) lábio com labela; 2) labro; 3) hipofaringe; 4) maxila; 5) mandíbula. b) fêmea sugando:
1) lábio; 2) capilar.
Fonte: adaptado de Consoli & de Oliveira, 1994.

Mais internamente, na cavidade bucal, está o ducto das glândulas salivares, as quais

estão em número de duas e situam-se no protórax, imediatamente superior à implantação

do par de pernas anterior. Essas glândulas são do tipo tri-acinosas ou trilobadas, em que o

ácino mediano é menor que os laterais (Forattini, 1962).

Na faringe, há a presença da bomba faringeana, que possui placas ligadas a músculos

que contraem dilatando e retraindo o órgão, de modo a aspirar o alimento através do canal

alimentar formado pelas partes bucais. Próximo dessa bomba faringeana, há uma armação

quitinosa, que é muito visível em fêmeas de espécies hematófagas e também muito

variável entre as espécies, constituindo-se assim mais um caractere de identificação

taxonômica (Forattini, 1962).

Adiante, é possível observar a presença do esôfago, que faz caminho para o estômago

ou intestino médio. Porém, antes de chegar ao estômago há uma estrutura denominada

divertículo, cuja função é a de armazenar alimentos (Forattini, 1962).

Praticamente no centro do corpo do mosquito, há uma estrutura grande e longilínea,

chamada de estômago ou intestino médio, que possui capacidade de dilatação quando

fluidos são recebidos (Forattini, 1962). Essa estrutura tem sido alvo de muitos estudos nos

últimos anos (Bennink, Kiesow & Pradel, 2016; Cheng et al., 2016; Muturi et al., 2016a;
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Saraiva et al., 2016; Tchioffo et al., 2016) uma vez que é o principal local de

processamento de nutrientes, além de criar uma membrana peritrófica quando há ingestão

sanguínea, que surge a partir da atividade de células do estômago que criam uma camada

de material quitinoso separando o sangue ingerido da parede do estômago; essa membrana

não se forma quando substâncias açucaradas passam pelo estômago, pois é permeável às

enzimas proteolíticas secretadas pelas células estomacais e também aos produtos da

ingestão que são absorvidos (Consoli & de Oliveira, 1994).

Por fim, há a válvula pilórica que se liga aos túbulos de Malpighi, cuja estrutura e

tamanho permanecem praticamente intactos desde o último estágio larval, estando esses

túbulos envolvidos na excreção e reabsorção de água. Seguidamente, há as estruturas que

fazem parte da porção final do intestino posterior, composto do íleo, do reto distendido ou

ampola retal e o ânus. Além das estruturas reprodutoras como os ovários e espermatecas na

fêmea (Consoli & de Oliveira, 1994) (Figura 7).

Figura 7. Morfologia interna de culicídeo fêmea

ab) armadura bucofaringeana; bf) bomba faringeana; e) esôfago; dd) divertículos dorsais; g) glândula salivar;
ds) ducto salivar; bs) bomba salivar; dv) divertículo ventral; et) estômago; tm) túbulos de Malpighi; ov)
ovários; ic) íleo e cólon; r) reto; a) ânus; es) espermatecas.
Fonte: adaptado de Forattini, 1962.

1.1.3. Hábitos comportamentais e bioecologia

Conhecer os hábitos comportamentais dos mosquitos e bioecologia é de grande

importância, uma vez que algumas espécies possuem papel epidemiológico no que diz

respeito à transmissão de agentes patogênicos causadores de doenças importantes como a

febre amarela, malária, filariose, dengue e outras (Consoli & de Oliveira, 1994).
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Os mosquitos são insetos holometábolos que passam por quatro estágios biológicos,

sendo o ovo, larva, pupa e adulto. Algumas das espécies de mosquitos se adaptam a

diversas condições ambientais, inclusive em locais degradados por ação antropogênica,

coexistindo e transmitindo doenças aos humanos, a exemplo do Aedes aegypti e do Culex

quinquefasciatus, facilmente encontrados dentro de nossas casas. Essas espécies são muito

abundantes mesmo em áreas com pouco ou nenhum saneamento ambiental, depositando

seus ovos em recipientes descartáveis com água acumulada ou até mesmo em esgotos a céu

aberto (Marcondes, 2011).

Já os sabetíneos, como são chamados aqueles mosquitos compreendidos na tribo

Sabethini (a qual agrega o gênero Sabethes), são mosquitos selváticos e relativamente

raros, encontrados exclusivamente em áreas de mata preservada e/ou conservada,

utilizando como ambiente larval as axilas e outras pequenas cavidades de plantas como as

bromélias, além de cascas de folhas caídas, frutos, buracos de árvores e internódios de

bambus, pois são locais que acumulam água quando há chuva, tornando-se assim um

ambiente favorável para a deposição de ovos (Lane a Cerqueira, 1942). Tais mosquitos,

apesar de selváticos, possuem algum potencial para a transmissão de arbovírus de

circulação urbana, como é o caso do vírus Zika que já foi observado como passível de ser

transmitido por Sabethes cyaneus, mesmo que em uma probabilidade muito inferior se

comparado ao Aedes aegypti (Karna et al., 2018).

Em relação aos hábitos reprodutivos, ambos os sexos usam seu brilho metálico para a

atração mútua (Lane a Cerqueira, 1942). Além deste brilho metálico, algumas espécies de

Sabethes possuem estruturas nas pernas denominadas de remos, que são ornamentos

elaborados que consistem em escamas agrupadas e iridescentes no tarso e na tíbia (Figura

8), e que tem sido parte de estudos sobre atração sexual (South & Arqnvist, 2009). Tal

estrutura também está presente em pelo menos uma das espécies de interesse deste estudo,

o Sabethes belisarioi, sendo inclusive uma estrutura tão grande que podemos ver a olho nu

a grandes distâncias (Figura 9).

Figura 8. Remo de mosquito do gênero Sabethes
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Figura 9. Remo de Sabethes belisarioi

Fonte: acervo do autor.

Essas estruturas são de extrema importância no acasalamento porque os sabetíneos são

mosquitos diurnos e mostram adaptações visuais únicas na estrutura óptica de seus olhos

(Land et al., 1999).

Um outro hábito importante é que embora a oviposição ocorra, principalmente, a nível

do solo, as fêmeas são encontradas nas copas das árvores, realizando a hematofagia no

período diurno (Galindo, Carpenter & Trapido 1951; Chadee, 1990), enquanto que os

machos não tem sido encontrados facilmente na natureza, embora presentes. Segundo o

estudo de Zsemlye, Hancock & Foster (2005), esses machos podem se atrair pelo som

produzido por fêmeas, em que foi observado que os machos de Sabethes chloropterus

perseguem a fêmea devido a emissão de som pela mesma e, esses machos, nunca

apreendem as fêmeas no ar, mas formam pares de acasalamento apenas em substratos

verticais. Quando o macho encontra a fêmea, há uma abordagem inicial, seguida de um

alinhamento e então um acoplamento superficial gerando então um contato rápido entre a

genitália de ambos que varia de 1 a 2 segundos, processo que já foi bem descrito por

Hancock, Foster & Yee (1990).

Os mosquitos do gênero Sabethes, de um modo em geral, são mosquitos de difícil

captura, principalmente se a mata alvo de estudo tiver qualquer tipo de perturbação

ambiental à qual esses insetos são muito sensíveis; além do efeito de intrusão, que é o

nome dado à observação clara da diminuição de indivíduos conforme passam os dias de
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coleta, tornando difícil a obtenção de grandes quantidades destes mosquitos (Forattini,

2002). Além disso, por serem exigentes quanto às condições climáticas da mata e

microclimáticas da copa das árvores, são espécies difíceis de criar em laboratório, tornando

o estudo com eles um pouco mais delicado do que com os demais gêneros de Culicidae

pois o padrão de atividade desses insetos é diretamente influenciado por fatores biológicos

endógenos, a exemplo de fatores físicos como a luz, temperatura e umidade, os quais são

difíceis de mimetizar em laboratório (De Kruijf, Woodall & Tang, 1973).

Em um estudo realizado por Pinto, Confalonieri & Mascarenhas (2009) no estado do

Pará, foi possível observar o padrão de distribuição dos Sabethes verticalmente, em que

Sabethes chloropterus foi encontrado principalmente a uma altura de 16 metros, enquanto

que Sabethes belisarioi a 30 metros, e praticamente nenhum representante de Sabethes foi

encontrado a nível do solo. Nesse estudo, também foi avaliada a atividade circadiana, que

está diretamente relacionada com o ciclo biológico de todos os organismos e, que para

Sabethes, apresenta uma maior atividade no período de 12:00 a 13:00 horas e também

entre 15:00 a 16:00 horas.

1.1.4. Transmissão de arbovírus com ênfase em febre amarela

Os arbovírus são vírus transmitidos por artrópodes (arthropod-born virus) aos seres

humanos e outros animais através da picada de insetos hematófagos (Lopes, Nozawa &

Linhares, 2014). Por isso, muitas espécies de mosquitos que ingerem sangue (nem todas o

fazem) são importantes para a saúde pública. Esse hábito de ingestão e digestão de sangue

permite com que as fêmeas consigam aminoácidos que ajudam na maturação dos ovos.

Esse comportamento denominado hematofagia é precedido pela liberação de saliva no

hospedeiro; portanto, ao passo que o mosquito se beneficia com o sangue ingerido, o

hospedeiro se prejudica ao entrar em contato com a saliva contaminada por patógenos.

Saliva esta que foi contaminada anteriormente quando a fêmea realizou hematofagia em

um outro hospedeiro infectado (Marcondes, 2011). É principalmente assim que os

arbovírus como a dengue, Zika, chikungunya, febre amarela e outras se mantêm

circulando.

Os arbovírus são de grande relevância especialmente nas zonas tropicais, e as

mudanças climáticas, constantes desmatamentos, urbanização e condições precárias de

saneamento tem favorecido a disseminação viral (Rust, 2012). No caso do Brasil, que é um
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país tropical de grande extensão territorial e rico em florestas, especialmente na região

amazônica, este é um local adequado para a reprodução do vetor e consequente

disseminação de arbovírus (Figueiredo, 2000), pois embora existam vetores urbanos

importantes como o Aedes aegypti, também existem numerosos vetores restritos às áreas

de mata.

Dentre os vetores silvestres, podemos citar mosquitos dos gêneros Haemagogus e

Sabethes, que são importantes por serem os vetores primário e secundário,

respectivamente, de febre amarela silvestre (de Abreu et al., 2019; Silva et al., 2020), que é

um vírus endêmico na Bacia Amazônica brasileira, ali exclusivamente permanecendo até

meados de 1940, quando surtos esporádicos voltaram a ser observados nos estados do

Nordeste, Sudeste e Sul (Monath & Vasconcelos, 2015; Benchimol, 2001; Taylor, 1951). O

ressurgimento da febre amarela no Sudeste do Brasil entre 2016 e 2018 causou os piores

surtos de febre amarela nos últimos 70 anos (Aragão, 2019; de Oliveira et al., 2020).

O ciclo silvestre da febre amarela ocorre principalmente no nível das copas das árvores

em regiões de florestas, em que se constitui como principal hospedeiro vertebrado os

primatas não humanos. Acredita-se que quando há uma redução na população de macacos,

quer por outros fatores ou por epizootias de febre amarela, os mosquitos vetores possam

transmitir o vírus para os marsupiais; nesse estágio, a transmissão pode ser mais frequente

em nível de solo (Hervé et al., 1986; Vasconcelos et al., 2013).

Uma vez que o ciclo silvestre está fadado a vetores essencialmente silvestres, o homem

só se envolverá no ciclo de modo acidental, adentrando ambientes de mata em que haja a

presença de vetores infectados. Os indivíduos mais suscetíveis a contrair a doença são

aqueles menos imunes que trabalham nesses locais extraindo madeira, realizando caça,

pesca, garimpo, turismo ecológico e outros. Este modo específico de contaminação e o

hábito silvestre dos vetores acabam por limitar a disseminação da doença, servindo como

uma barreira natural de transmissão (Vasconcelos et al., 2013).

Nas Américas, o vírus da febre amarela é considerado enzoótico no ambiente natural de

florestas. Nessas áreas, os mosquitos dos gêneros Haemagogus e Sabethes abrangem

espécies hospedeiras do vírus amarílico e com comportamento primatofílico, elo

fundamental na veiculação do vírus ao homem (Ministério da Saúde, 2014). Deste segundo

gênero, as espécies Sabethes chloropterus, Sabethes glaucodaemon, Sabethes cyaneus,

Sabethes quasicyaneus, Sabethes albiprivus e Sabethes soperi são consideradas vetores

potenciais de febre amarela; inclusive, o Instituto Evandro Chagas/SVS/MS já conseguiu
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isolar este vírus de lotes desses mosquitos provenientes de vários estados brasileiros

(Dégallier et al., 1992; Vasconcelos et al., 2001).

A espécie Sabethes chloropterus inclusive já foi encontrada naturalmente infectada com

o vírus amarílico na América Central. Seus hábitos acrodendrófilos, sua susceptibilidade

ao vírus e sua presença marcante em surtos de febre amarela foram alguns motivos pelos

quais esta espécie tem sido considerada um provável transmissor (Consoli & Oliveira,

1994). Além disso, seus ovos podem persistir durante a estação seca, o que provavelmente

é um fator chave na manutenção da febre amarela em períodos secos (OMS, 2014).

Recentemente esta espécie foi encontrada naturalmente infectada com febre amarela pela

primeira vez no bioma de Mata Atlântica, onde o espécime infectado foi recuperado

quando um surto atingiu uma grande ilha distante cerca de 2 km do continente (Ilha

Grande, em Angra dos Reis-RJ) (de Abreu et al., 2018). Outros arbovírus também já foram

encontrados nesta espécie a partir de indivíduos coletados na natureza, a exemplo dos vírus

da encefalite St. Louis, Ilheus, até mesmo dengue e mais recentemente Mercadeo virus

(Cunha et al., 2020; Forattini, 1965; Hervé et al., 1986; Serra et al., 2016).

Enquanto que para a espécie Sabethes glaucodaemon, apesar de já ter sido assinalada

em áreas epizoóticas de febre amarela, possui ainda poucos estudos acerca do seu papel na

manutenção e transmissão deste vírus (Ministério da Saúde, 2014), embora já tenha sido

encontrada naturalmente infectada com o mesmo (Vasconcelos et al., 1997). Também já

foi encontrada infectada com outros vírus como o Sabethes flavivirus (Cunha et al., 2020).

No que diz respeito a Sabethes belisarioi, este já foi encontrado naturalmente

infectado com arbovírus, incluindo os causadores de encefalite (Hervé et al., 1986), a

exemplo da encefalite St. Louis (Causey, Shope & Theiler, 1964). Esta é uma espécie que,

assim como Sabethes glaucodaemon, não possui muitas informações epidemiológicas.

Uma outra espécie relevante é Sabethes cyaneus, pois tem sido sugerida como um

possível vetor para a transmissão de Zika selvagem, embora em uma ordem muito inferior

se comparado ao Ae. aegypti (Karna et al., 2018). Esta espécie aparentemente também tem

sido encontrada infectada com febre amarela, podendo sugerir um papel secundário na

manutenção do vírus (Vasconcelos, 2003).

As espécies Sabethes bipartipes, Sabethes quasicyaneus e Sabethes tarsopus pouco

aparecem na literatura médica, a não ser em alguns relatos taxonômicos e ecológicos (Fé et

al., 2003; Guimarães, Arlé & Machado, 1985).
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Um estudo de Althouse et al. (2016) que aponta o gênero Sabethes como um possível

transmissor do Zika virus em âmbito selvagem pede com urgência estudos com espécies

desse gênero pois, como afirmam os autores, o vírus da Zika se originou e continua a

circular em áreas preservadas, as quais são comuns no Brasil e especialmente na região

amazônica. Inclusive, foi recentemente isolado o Xiburema virus de mosquitos do gênero

Sabethes na região amazônica, reforçando a importância médica do mesmo, especialmente

no contexto regional (Wanzeller et al., 2014).

1.1.5. Microbioma

As ciências ômicas trouxeram consigo um enorme volume de dados biológicos,

resultando em novas descobertas a respeito das comunidades microbianas, especialmente a

constituinte do microbioma humano, que tem revelado nos estudos desenvolvidos no The

Integrative Human Microbiome Project seu importante papel na regulação da saúde do

indivíduo (IHMP, 2019). Tal regulação pode estar relacionada com alterações na expressão

gênica tanto do hospedeiro quanto do próprio microbioma, conforme mostram Li et al.

(2016), que foram capazes de elucidar que microRNAs do hospedeiro podem regular a

expressão de genes bacterianos, o que pode resultar em uma microbiota desequilibrada e

consequentemente em um processo de adoecimento do hospedeiro.

Assim como o dos seres humanos, o microbioma de outros organismos também tem

chamado a atenção, a exemplo do microbioma de rizosferas de plantas, que fornece uma

série de funções benéficas para a mesma (Zhang et al., 2020). O que também é o caso do

microbioma de corais, que melhora o estresse e mitiga o branqueamento e morte do

hospedeiro (Santoro et al., 2021). E, claro, de ruminantes como as ovelhas, que possuem

uma relação muito estreita com microrganismos simbióticos no trato digestivo, e que por

isso tem sido alvo de estudos que avaliam a relação do microbioma e da idade e estado

nutricional (Li et al., 2020).

Os mosquitos, por sua vez, também são objeto de estudos de comunidades

microbianas, sendo grupo de interesse de um consórcio denominado Mosquito Microbiome

Consortium, que foi criado devido a grandes quantidades de dados disponíveis sobre

diferentes espécies de mosquitos com várias características fisiológicas subjacentes e de

diversas localizações geográficas que são tratados sem uma padronização metodológica.

Esse consórcio objetiva trabalhar coletivamente para desvendar o papel do microbioma do
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mosquito na biologia do mesmo, enquanto avalia criticamente seu potencial para o controle

de doenças transmitidas por esses insetos (Dada et al., 2021).

Dentre os estudos de microbioma de mosquitos, podemos destacar o de Caragata,

Tikhe & Dimopoulos publicado em 2019 e que discute a interação entre mosquitos, sua

microbiota e arbovírus, inclusive como as alterações induzidas por microrganismos na

imunidade do inseto modulam a infecção com arbovírus e também o papel do

endossimbionte Wolbachia na biologia do hospedeiro.

De modo semelhante, o estudo de Guegan et al. (2018) discute os papéis funcionais da

microbiota e destaca suas interações com a biologia do hospedeiro e a transmissão de

patógenos. Neste artigo os autores consideram que conferir o termo holobionte ao

mosquito e sua microbiota é útil para obter uma compreensão abrangente do

funcionamento do patossistema vetorial, de modo a poder desenvolver novas e eficientes

estratégias de controle de vetores.

De um modo geral, muitos estudos tem surgido nas últimas duas décadas a respeito do

microbioma de mosquitos (Dada et al., 2021; Pang et al., 2016; Van Tol & Dimopoulous,

2016; Thongsripong et al., 2017; Mancini et al., 2018; Alfano et al., 2019), os quais tem se

tornado cada vez mais frequentes devido ao advento das plataformas de sequenciamento de

material genético. Nesses estudos, as abordagens utilizadas geralmente são: o

sequenciamento do gene 16S rRNA, que codifica a subunidade 16S do RNA ribossomal

bacteriano, sendo possível acessar rapidamente a diversidade; e também a abordagem

whole genome shotgun, que consiste no sequenciamento do genoma completo de bactérias

e outros microrganismos e que permite entender melhor as características funcionais do

microbioma (Dada et al., 2021).

Um exemplo de estudo de microbioma utilizando 16S rRNA é o de Muturi et al.

(2016), em que foi possível estudar a microbiota do intestino médio de mosquitos, sendo

observada a predominância de Proteobacteria, Actinobacteria e Firmicutes, admitindo-se

ainda que o padrão de variação das bactérias encontradas pode se dar por fatores externos e

internos, como condições fisiológicas do intestino, dieta larval e adulta, infecção por

parasitas e patógenos, envelhecimento do hospedeiro e antecedentes genéticos do

hospedeiro. Hyde et al. (2019) também usaram o sequenciamento de 16S rRNA para a

identificação de bactérias resistentes a antibióticos encontradas no microbioma de

mosquitos.
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Apesar da variedade de estudos usando o marcador 16S rRNA, fica claro que para

entender mais profundamente as relações dentro de um sistema microbiano é interessante

avaliar por uma óptica funcional e interativa, a qual só é possível com um sequenciamento

do tipo whole shotgun; apesar disso, poucos estudos são encontrados na literatura

disponível no que diz respeito este tipo de abordagem de sequenciamento sendo usada para

o microbioma de mosquitos. Provavelmente, isto tem acontecido devido, principalmente, à

quantidade de leituras que são direcionadas ao DNA do hospedeiro, o que acaba

ocasionando em uma menor representação dos genomas bacterianos, embora a redução da

quantidade de tecido do hospedeiro nas amostras (ex: sequenciando apenas o intestino

médio ao invés do corpo inteiro) pareça ser uma solução útil; além disso, um outro fator é

que a manipulação por biologia computacional de dados de 16S rRNA é muito mais

simples do que a manipulação de whole genome shotgun.

Independentemente do tipo de abordagem de sequenciamento escolhida, é inegável que

estudos sobre o microbioma de mosquitos são importantes, pois, os mosquitos, assim como

outros organismos, vivem em associações com microrganismos, as quais são primordiais

para a evolução e especiação dos parceiros envolvidos (Dale & Moran, 2006). Esses

insetos possuem um microbioma com diversidade de bactérias, protozoários e vírus, dos

quais alguns são específicos de artrópodes, protozoários e plantas (Shi et al., 2015;

Brinkmann, Nitsche & Kohl, 2016; Fauver et al., 2016; Frey et al., 2016). Essas relações

do microbioma com o hospedeiro invertebrado contribuem para que este último adquira

resistência a agentes patogênicos e/ou tolerância a estresses abióticos (Reshef et al., 2006;

Guay et al., 2009). Os endossimbiontes bacterianos, por exemplo, afetam

consideravelmente os aspectos da proteção contra inimigos, nutrição, reprodução e

desenvolvimento dos insetos (Douglas, 2011). Essas relações podem ser exploradas com o

objetivo de desenvolver estratégias de controle baseadas na manipulação dos

microrganismos associados, sendo um dos exemplos mais conhecidos a bactéria Wolbachia

(Iturbe-Ormaetxe, Walker & O’Neill, 2011; Calvitti et al., 2012; Ricci et al., 2012; Straub

et al., 2020).

Devido à forte influência que o microbioma tem sob os aspectos reprodutivos,

nutricionais e imunes do mosquito, podemos afirmar que essa relação simbiótica é tão forte

quanto a relação dos seres humanos e seu microbioma. No caso dos mosquitos, há estudos

relatando o papel da microbiota natural na melhora da imunidade, fornecendo resistência

contra patógenos invasores (Dong, Taylor & Dimopoulos, 2006; Xi, Ramirez &
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Dimopoulos, 2008; Dong, Manfredini & Dimopoulos, 2009; Ramirez et al., 2012a). Além

disso, é possível que essa relação simbiótica tenha uma certa especificidade, uma vez que

em 2017, Novakova et al., perceberam que a espécie do mosquito está fortemente

relacionada com seu perfil microbiano, havendo uma filossimbiose entre hospedeiro e

microbiota. Em relação aos tecidos do mosquito, também parece haver uma certa filia dos

microrganismos pelo intestino médio (estômago); principal órgão envolvido em estudos

sobre microbiota, devido à sua forte interação com patógenos potenciais, embora outros

tecidos como o adiposo, glândulas salivares e órgãos reprodutivos também possam ser

colonizados por tais agentes (Akhouayri et al., 2013; Damiani et al., 2010; Favia et al.,

2007; Gimonneau et al., 2014; Gusmao et al., 2010; Lindh et al., 2008; Ricci et al., 2012;

Sharma et al., 2014; Wang et al., 2011).

No que diz respeito aos detalhes de como as bactérias podem interferir no sistema

imune do mosquito, e consequentemente capacidade vetorial, é possível afirmar que existe

um consenso na literatura que admite que a presença de bactérias Gram-negativas protege

contra arbovírus, especialmente o vírus dengue (Ramirez et al., 2012, 2014; Xi, Ramirez &

Dimopoulos, 2008). A influência das bactérias endógenas na sinalização imunológica,

interação direta com o vírus e competição por recursos compartilhados podem alterar a

competência do vetor (Van Tol & Dimopoulos, 2016). Além disso, tem sido observado que

a presença de bactérias melhora a expressão basal de peptídeos antimicrobianos (AMP)

que atuam como moléculas efetoras antibacterianas e antivirais (Dong et al., 2012;

Luplertlop et al., 2011; Ramirez et al., 2012; Xi, Ramirez & Dimopoulos, 2008).

É importante ressaltar que os vírus também são considerados constituintes do

microbioma do hospedeiro, embora muitas vezes sejam categorizados à parte como

“viroma” ou “virobiota” (de Almeida et al., 2021; Nebbak et al., 2021). Esses vírus

associados aos mosquitos são importantes porque podem ser considerados como arbovírus,

provocando doenças em hospedeiros vertebrados; ou como vírus inseto-específico (ISV),

que é não-infeccioso para o vertebrado mas possui capacidade para alterar a competência

vetorial do inseto (Nebbak et al., 2021).

Fortalecendo ainda mais essa ideia de que vírus específicos de insetos são importantes

no que diz respeito à transmissão de arbovírus, o trabalho de Schultz, Frydman & Connor

(2018), avaliou a hipervariação do crescimento do vírus Zika em linhagens de Aedes

aegypti, uma vez que a replicação viral era consistente em células de Aedes albopictus;

nesse momento, os pesquisadores hipotetizaram que poderiam haver vírus oportunistas
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modulando a infecção pelo Zika; tais vírus oportunistas supostamente seriam os vírus

específicos de insetos. Mais tarde, perceberam que de fato esses vírus de inseto mudavam o

padrão de replicação do vírus Zika. Para ser mais específico, o vírus inseto-específico que

eles observaram como responsável pela situação em questão era o Phasi charoen, que

estava presente nas linhagens celulares de Aedes aegypti com variável de crescimento Zika

virus (ZIKV), mas ausente nas linhagens de Aedes albopictus, sugerindo que esses ISV

podem interferir no crescimento de ZIKV.

Outro trabalho relevante sobre ISV é o de Zakrzewski et al. (2018), que encontraram

mais de 27 vírus deste tipo que possivelmente infectaram Aedes aegypti, dos quais 23

permaneciam sem caracterização. Nesse artigo também foi proposto que é possível que a

infecção por esses vírus possa diminuir quando os mosquitos são introduzidos em

laboratório.

Além de mosquitos do gênero Aedes, também está disponível na literatura artigos

sobre ISV identificados em outros gêneros, a exemplo do Culex, que foi alvo no estudo de

Altinli et al. (2020) no que tange a interação de Wolbachia e ISV em populações naturais

de Culex pipiens. Entretanto, no caso de mosquitos Sabethes, poucas informações estão

disponíveis, embora em 2019 tenha sido descoberto um novo ISV infectando Sabethes

belisarioi que foi denominado Sabethes flavivirus (Gravina et al., 2019).

Por muito tempo esses vírus específicos de insetos foram negligenciados porque

acreditava-se que não tinham muita importância médica e veterinária, mas seu potencial

para a transmissão de arbovírus tem despertado interesse, uma vez que parecem dificultar a

transmissão dos mesmos (Halbach, Junglen & Van Rij, 2017). Por exemplo, já foi

observado que o vírus Palm Creek ou o vírus Nhumirim, ambos Flavivirus, prejudicam a

replicação do vírus do Oeste do Nilo e outros arbovírus (Hobson-Peters et al., 2013;

Kenney et al., 2014; Goenaga et al., 2015).

Apesar da importância desses vírus para o mosquito vetor, estes não se replicam em

organismos vertebrados, conforme dito anteriormente, sendo restritos ao hospedeiro e

fazendo parte da sua então denominada “virobiota” (Guégan et al., 2018), configurando-se

como marca registrada de cada mosquito, além serem fortes aliados no controle de

arbovírus. Embora esses tipos de vírus não se repliquem em organismos vertebrados, nada

os impedem de um dia fazê-lo, uma vez que há mais de 50 anos atrás autores como

Maramorosch (1955), Andrewes (1957), Mattingly (1960) sugeriram que os arbovírus tais

quais conhecemos hoje originaram de vírus precursores em artrópodes, e só então foram
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introduzidos aos vertebrados, o que nos permite olhar para os vírus específicos de insetos

com um olhar mais preocupante, já que um dia possam vir a ser arbovírus importantes.

Do mesmo modo que algumas bactérias já tem provado seu potencial para o controle

biológico de arbovírus, os vírus específicos de insetos também tem começado a mostrar o

mesmo, pois, além de mudarem o padrão de replicação de vírus oportunistas, também

mostram potencial para serem usados em vacinas. Além do mais, esses vírus podem ser

transmitidos por via transovariana, possibilitando a criação de mosquitos infectados com

ISV, que são incapazes de transmitir certos arbovírus aos seres humanos (Bolling et al.,

2015b).

Mesmo que a importância dos vírus inseto-específicos já seja reconhecida por muitos

profissionais da área, ainda há uma parcela que acredita que o viroma e o microbioma de

um mosquito não tem tanta força assim sobre a transmissão de doenças, mas que uma

mesma espécie possui o mesmo potencial de transmissão, que depende apenas de fatores

abióticos como o clima e a susceptibilidade da população humana local em contrair

doenças. Mas sabemos que essa é uma visão simplista, e que as bactérias e vírus presentes

no mosquito influenciam sim sua capacidade vetorial (Guzman et al., 2018). Portanto, por

todas afirmações e controvérsias a respeito desses vírus, faz-se importante realizar tanto

estudos que busquem conhecer o perfil de diversidade e abundância dos mesmos bem

como estudos que visem entender detalhadamente a função e os mecanismos de ação dos

vírus inseto-específicos no controle de arbovírus importantes.

Por fim, a literatura disponível reflete o papel do microbioma (comunidade bacteriana

+ virobiota) no fitness do mosquito e, independente da abordagem usada para se conhecer

as bactérias e vírus vivendo associados aos mosquitos, os achados sem dúvidas têm sido

importantes para ajudar a traçar novos meios de controle de transmissão de doenças

importantes que de tempos em tempos apresentam novos surtos. Esses trabalhos de

maneira direta ou indireta nos proporcionam a compreensão da competência vetorial e de

como alguns fatores relacionados à capacidade, como a temperatura, a umidade, padrões

de alimentação e a própria comunidade bacteriana, são fatores determinantes (Carrington et

al., 2013; Severson & Behura, 2016).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Analisar a comunidade bacteriana e os vírus presentes em mosquitos do gênero

Sabethes provenientes da região metropolitana de Belém-PA, Brasil.

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

❖ Descrever a diversidade do microbioma dos mosquitos em estudo

❖ Verificar a possibilidade de existência de filossimbiose

❖ Identificar microrganismos candidatos para controle biológico
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3. MATERIAL E MÉTODOS

De um modo geral, as etapas do trabalho seguiram de acordo com o fluxograma

(Figura 10), que serão melhor detalhadas adiante.

Figura 10. Fluxograma demonstrando as etapas seguidas durante a pesquisa
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3.1. AUTORIZAÇÃO PARA ATIVIDADES COM FINALIDADE CIENTÍFICA

Foi concedida pelo SISBIO/IBAMA a autorização para atividades de coleta de

mosquitos (Culicidae). Esta licença encontra-se nos anexos.

3.2. ÁREA DE COLETA

As coletas foram realizadas pela manhã no assentamento Expedito Ribeiro localizado

no município de Santa Bárbara-PA, Brasil e na mata do Instituto Evandro Chagas em

Ananindeua-PA, Brasil ao longo dos anos 2017-2021 de maneira esporádica; primeiro devido

aos riscos envolvidos, pois as chuvas diárias na região metropolitana de Belém dificultam as

coletas que são realizadas em plataformas fixadas em copas de árvores, e em segundo devido

à sazonalidade do gênero Sabethes observada pelos próprios técnicos do Instituto Evandro

Chagas que relatam a raridade e difícil coleta dos espécimes, o que também já foi observado

por alguns estudiosos conforme indicado no referencial teórico. Com relação a área em que as

coletas ocorreram no assentamento Expedito Ribeiro, esta possui vegetação característica da

região amazônica (Figura 11), sendo úmida e com grande quantidade de serrapilheira, embora

a alteração da paisagem provocada pelo homem seja visível devido a atividade de extração de

madeira que é frequentemente realizada por trabalhadores locais.

Figura 11. Visão por satélite da área de coleta no assentamento Expedito Ribeiro

Fonte: Google Earth, 2022.
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Por conta dessa alteração ambiental, é muito provável que a biodiversidade esteja

sendo afetada, inclusive de mosquitos e consequentemente dos microrganismos que estes

carreiam. Portanto, o desmatamento juntamente com a presença de populações humanas no

entorno é preocupante, uma vez que é conhecida a presença de mosquitos transmissores de

febre amarela e da alta reatividade em testes imunológicos para arbovírus neste local,

incluindo febre amarela. Esses aspectos tornam esta mata importante para estudos

eco-epidemiológicos, justificando assim nossa escolha por esse local (Baia, 2017). Com

relação à mata do IEC (Figura 12), esta se torna interessante devido sua proximidade ao

conjunto Júlia Seffer, sendo relevante realizar a vigilância epidemiológica no local para a

manutenção da saúde dos moradores do entorno. Além disso, este é um local com plataformas

para coleta previamente instaladas.

Figura 12. Visão por satélite da área de coleta na mata do IEC

Fonte: Google Earth, 2022.
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3.3. OBTENÇÃO E IDENTIFICAÇÃO DO MATERIAL BIOLÓGICO

Para coleta dos mosquitos foi indispensável o uso de equipamentos de proteção

individual (EPI), principalmente porque nos dias de coleta a equipe técnica preferencialmente

não utilizou cosméticos e obrigatoriamente estava sem repelentes a fim de permitir a

aproximação dos Sabethes spp.; portanto, roupas grossas foram usadas pela equipe para

minimizar o risco de contrair arbovírus e outros agentes. Também foram utilizados

equipamentos que auxiliam na segurança ao subir em árvores, como os cintos de segurança,

luvas e capacetes (Figura 13). Além disso, a vacinação de todos estava em dia.

Figura 13. Equipamentos de proteção individual

Fonte: acervo do autor.

A rede puçá foi utilizada para capturar os mosquitos na copa das árvores, os quais

foram imediatamente acondicionados em tubos falcon de 15 mL e transportados para

laboratório (Figura 14).
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Figura 14. Tubos tipo falcon e rede puçá

Fonte: acervo do autor.

Os mosquitos coletados foram identificados até nível de espécie pela equipe técnica do

laboratório de Entomologia da Seção de Arbovirologia do Instituto Evandro Chagas SVS/MS.

3.4. ORGANIZAÇÃO DOS MOSQUITOS EM POOLS

Devido a raridade e consequente dificuldade em coletar mosquitos do gênero Sabethes

spp. conforme relatado anteriormente, fez-se necessário algumas medidas para o andamento

da pesquisa: (I) mesmo que Sabethes chloropterus e Sabethes glaucodaemon tenham

montantes de 81 e 131 espécimes respectivamente, tivemos que nos limitar a 37

espécimes/pool pois essa foi a quantidade máxima adquirida de Sabethes belisarioi,

mantendo-se assim a homogeneidade no número de espécimes; (II) não foi possível adquirir

espécimes suficientes para comparar Santa Bárbara e IEC, levando-nos a unir os mosquitos de

ambos os locais e realizar um estudo mais amplo da região metropolitana de Belém-PA. Um

outro ponto importante é que trouxemos para as análises outros mosquitos do gênero

Sabethes, além de Sa. chloropterus, Sa. glaucodaemon e Sa. belisarioi, são eles: Sabethes

bipartipes, Sabethes cyaneus, Sabethes tarsopus e Sabethes quasicyaneus. Esses mosquitos

foram coletados no mesmo local do assentamento Expedito Ribeiro em 2017 e realizamos a
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extração do DNA total e sequenciamos, ainda naquele ano, utilizando a plataforma NextSeq

500/550 (Illumina), conforme será descrito logo adiante. Esses mosquitos não tiveram

sequenciamento de RNA mas puderam ser analisados com relação principalmente à

comunidade bacteriana. Esses resultados e a discussão serão apresentados pela primeira vez

mais adiante juntamente com as demais espécies.

3.5. ISOLAMENTO E SEQUENCIAMENTO DO MATERIAL GENÉTICO

3.5.1. Sa. chloropterus, Sa. glaucodaemon, Sa. belisarioi

Antes de iniciar a etapa de isolamento do material genético, os mosquitos Sa.

chloropterus, Sa. glaucodaemon e Sa. belisarioi foram organizados em pools contendo 37

espécimes de cada, os quais posteriormente foram submetidos a uma lavagem externa com a

finalidade de remover contaminantes ambientais, que seriam fungos, bactérias, vírus e outros

seres carreados na parte externa no inseto e que poderiam ser sequenciados provocando um

viés na análise. Essa lavagem foi realizada semelhante ao descrito por Chandler, Liu &

Bennett (2015), Pang et al. (2016) e Hegde et al. (2018) usando etanol 70% por 5 minutos e

em seguida água destilada por 5 minutos. Depois da lavagem os mosquitos foram submetidos

à etapa de maceração que ocorreu com o auxílio do equipamento TissueLyser II (Qiagen).

Para isso, foram adicionados em torno de 600 µl de solução de PBS (Phosphate-bufferid

saline) para cada pool em microtubos tipo eppendorf. A maceração ocorreu durante 1 minuto.

Do macerado foram retiradas duas alíquotas: uma de 140 µl para o isolamento do RNA total e

outra de 80 µl para o isolamento de DNA total, ambos usando kits comerciais (QIAmp viral

RNA kit (Qiagen) e DNeasy blood & tissue DNA kit (Qiagen), respectivamente) de acordo

com as recomendações do fabricante. Os dois materiais isolados passaram pela avaliação de

controle de qualidade usando o Qubit 4.0 fluorometer e os kits RNA HS assay e dsDNA HS

assay (Thermo Fisher Scientific) para RNA e DNA, respectivamente, de acordo com o

fabricante. Isto nos permitiu observar se havia concentração suficiente de material genético

presente em cada amostra. Após os procedimentos de isolamento e verificação da

concentração, as amostras foram armazenadas em – 80º C até a etapa de sequenciamento.

No preparo de biblioteca tanto de RNA quanto DNA foi utilizado o kit e o protocolo

de preparação de biblioteca SureSelectQXT Whole Genome Library Prep for Illumina

Multiplexed Sequencing (Agilent Technologies), sendo que para o RNA, este foi convertido

em cDNA usando os kits SuperScript VILO Master Mix (Thermo Fisher) e NEBNext mRNA
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Second Strand Synthesis Module (Biolabs). O sequenciamento ocorreu na plataforma

NextSeq 500/550 (Illumina) usando o kit High Output (Illumina) para NextSeq 500/550 com

150 ciclos de leituras pareadas.

3.5.2. Sa. bipartipes, Sa. cyaneus, Sa. tarsopus e Sa. quasicyaneus

Para esses mosquitos, foram alocados de 3 a 6 espécimes/pool, os quais foram

macerados semelhante ao citado anteriormente, usando o equipamento TissueLyser II

(Qiagen) e 1 ml de solução de PBS adicionado aos pools em microtubos tipo eppendorf. A

maceração ocorreu durante 1 minuto. Em seguida, o DNA total foi isolado usando o kit

DNeasy Blood and Tissue (Qiagen) de acordo com as instruções do fabricante. O DNA total

isolado de cada pool também foi inicialmente quantificado no equipamento Qubit 4.0

fluorômetro (Life Technologies) utilizando o kit comercial Qubit dsDNA Hs Assay

(Invitrogen) seguindo as recomendações estabelecidas pelo fabricante. Após os

procedimentos de isolamento e verificação da concentração, as amostras foram armazenadas

em – 80º C até a etapa de sequenciamento. Para o preparo da biblioteca genômica, foi

utilizado o kit e o protocolo Nextera XT DNA Library Prep kit (Illumina). A reação de

sequenciamento genômico ocorreu utilizando o kit NextSeq 500/550 High Output (Illumina)

utilizando 150 ciclos de leituras pareadas na plataforma NextSeq 500/550 (Illumina).

3.6. BIOLOGIA COMPUTACIONAL

As etapas analisadas por técnicas de Bioinformática serão descritas a seguir e foram

realizadas de acordo com o exposto no fluxograma apresentado na Figura 15, que encontra-se

na próxima página.



37

Figura 15. Fluxograma representando as etapas de Bioinformática
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3.6.1. Tratamento inicial e qualidade das leituras de todos os Sabethes spp.

O arquivo de saída em formato .bcl do NextSeq 500/550 foi primeiramente convertido

em .fastq usando o bcl2fastq Conversion v.2.20 (Illumina). Em seguida, o FastQC v.0.11.9

(Andrews, 2019) foi usado para visualizar previamente a qualidade das leituras, e o

TrimGalore v.0.6.5 (Krueger, 2015) foi usado para remover as sequências adaptadoras e bases

com baixa qualidade (PHRED=30). Ao final do processo, o FastQC v.0.11.9 foi executado

novamente para validar a qualidade dos dados.

3.6.2. Confirmação da espécie

Todas as espécies do gênero Sabethes de interesse nesse estudo tiveram seu genoma

mitocondrial montado pelo método De Novo usando MEGAHIT v.1.2.9 (nos k-mers de 21,

29, 39, 59, 79, 99, 119 e 141 pb) (Li et al., 2015) e SPAdes v.3.15.3 (nos k-mers de 21, 33 e

55) (Bankevich et al., 2012), bem como todos os demais genomas presentes na amostra. Os

contigs gerados e correspondentes ao genoma mitocondrial foram selecionados usando o

DIAMOND v.2.0.9.147 (Buchfink et al., 2015), e então visualizados no MEGAN6 (Huson et

al., 2007). Os contigs correspondentes ao genoma mitocondrial foram anotados usando a

ferramenta online MITOcondrial genoma annotation Server (MITOS -

http://mitos.bioinf.uni-leipzig.de/index.py) (Bernt et al., 2013) e inspecionados manualmente

usando Geneious v.11.0 (Kearse et al., 2012). Nos casos de Sa. chloropterus, Sa.

glaucodaemon, Sa. belisarioi (Aragão et al., 2018) e Sa. cyaneus (Muñoz-Gamba et al.,

2020), que possuem dados disponíveis em bancos genômicos como o National Center for

Biotechnology Information (NCBI), sua identidade molecular foi imediatamente confirmada a

partir de alinhamento de genes barcode como o Citocromo Oxidase I (COI) usando o

alinhador MAFFT. As espécies Sa. bipartipes, Sa. tarsopus e Sa. quasicyaneus, que não

possuem nenhuma informação depositada no NCBI, tiveram os contigs correspondentes ao

genoma mitocondrial comparados com dados genômicos de uma sequência de referência

(Sabethes belisarioi, Genbank-NCBI ID: NC_037498) além das demais etapas citadas

anteriormente a fim de se obter o genoma mitocondrial completo.
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3.6.3. Classificação de contigs dentro do microbioma

Os contigs foram confrontados com o banco de dados de referência NR (não

redundante) do NCBI contendo sequências de referência para bactéria e vírus (Disponível em:

https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/db/FASTA/).

A partir do output gerado pelo Diamond, os contigs bacterianos e virais foram

tabulados e gerados heatmaps utilizando o pacote Pheatmap, do R (Kolde, 2018). Também foi

elaborado um gráfico dinâmico no Krona charts para melhor visualização dos contigs.

Foi realizada inspeção manual dos contigs classificados e apresentados no Krona

charts objetivando a observação de uma possível filossimbiose, ou seja, detecção de espécies

de microorganismos que fossem exclusivas de cada mosquito estudado.

3.6.4. Microrganismos candidatos para controle biológico

Os microrganismos considerados como candidatos para controle biológico foram

aqueles já descritos descritos na literatura como importantes para o controle biológico de

arbovírus. Entretanto, é necessário também levar em consideração os contigs que não foram

classificados e aqueles cuja espécie ainda não se tem informações consistentes.

https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/db/FASTA/
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1. QUALIDADE DO SEQUENCIAMENTO

Todos os sequenciamentos geraram arquivos brutos de alta qualidade. Esses arquivos

apresentaram qualidade superior após a etapa de limpeza, garantindo uma maior

confiabilidade dos dados analisados, já que apenas as bases nucleotídicas com alto nível de

certeza fizeram parte do estudo. Os gráficos do FastQC que demonstram a qualidade dos

dados antes e após a etapa de limpeza encontram-se no apêndice.

4.2. QUALIDADE DA MONTAGEM

Após a montagem com MEGAHIT e SPAdes, foi possível observar que de um modo

geral o SPAdes teve um melhor desempenho na construção de contigs para todos os

mosquitos do gênero Sabethes, semelhante ao que pode ser observado para o sequenciamento

de DNA de Sa. chloropterus (Figura 16). Por isso, todos os resultados apresentados a seguir

dizem respeito à montagem com SPAdes.

Figura 16. Comparação entre montagens usando diferentes softwares

Fonte: Quast online, 2022.
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É possível notar que o SPAdes gerou contigs maiores, elevando o valor de N50, que é

uma avaliação estatística da qualidade da montagem uma vez que refere-se ao tamanho do

contig em que a partir dele a soma dos demais contigs de igual ou maior tamanho representa

50% das informações geradas. Adicionalmente temos o L50, que é uma métrica em que se

busca um valor baixo, pois representa a quantidade de contigs necessários para representar

50% da informação gerada (Gurevich et al., 2013). Os resultados mostraram-se semelhantes

para todas as espécies tanto na montagem do DNA quanto do RNA. Essas informações

podem ser consultadas no apêndice.

4.3. DIVERSIDADE DO MICROBIOMA, FILOSSIMBIOSE E CONTROLE BIOLÓGICO

Foi possível detectar números muito mais expressivos de contigs bacterianos do que

virais, o que já era esperado devido ao tamanho das bactérias ser significativamente maior do

que o tamanho dos vírus, resultando em uma maior probabilidade de sequenciamento bem

como sucesso na etapa de montagem. Isso é um ponto importante porque vírus pouco

abundantes ou muito pequenos podem passar despercebidos em casos de sequenciamentos

com baixa quantidade de reads disponíveis, fazendo-se necessário um maior cuidado durante

a etapa de desenho experimental e aquisição de kits de sequenciamento.

É importante ressaltar que para as espécies Sa. bipartipes, Sa. cyaneus, Sa. tarsopus e

Sa. quasicyaneus não foi possível obter contigs de RNA viral uma vez que essas amostras

foram sequenciadas apenas para DNA.

O número de contigs para cada amostra está descrito na Tabela 1, que se encontra na

página a seguir.
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Tabela 1. Quantitativo de contigs bacterianos e virais para as espécies de mosquitos do gênero

Sabethes

Espécie Contigs bacterianos
(DNA)

Contigs virais
(DNA)

Contigs virais
(RNA)

Sa. chloropterus 96.156 2.220 5.214

Sa. glaucodaemon 33.939 1.957 4.471

Sa. belisarioi 61.505 1.669 4.177

Sa. bipartipes 32.351 1.381 -

Sa. cyaneus 32.698 1.487 -

Sa. tarsopus 27.927 1.046 -

Sa. quasicyaneus 59.584 2.492 -

Também deve-se salientar que os pools de Sa. chloropterus, Sa. glaucodaemon e Sa.

belisarioi foram construídos com 37 mosquitos cada, enquanto as demais espécies tiveram

pools com tamanho reduzido de espécies; isso também pode refletir no número de contigs

gerados bem como na variabilidade de espécies encontradas. Mesmo assim, chama atenção

que Sa. glaucodaemon tenha gerado 33.939 contigs referentes a DNA bacteriano enquanto

que Sa. cyaneus apresenta um número tão próximo como 32.698, mesmo que o primeiro

tenha tido um pool com 37 mosquitos enquanto o segundo apenas entre 3 a 6. Isso pode levar

a crer que essa semelhança no número de contigs tenha se dado devido ao alto número de

leituras geradas para Sa. cyaneus, obtendo-se portanto 63.221.994 leituras mesmo na presença

de um baixo número de espécimes, enquanto que para Sa. glaucodaemon foram geradas

35.574.808 leituras mesmo havendo um quantitativo superior de mosquitos, o que pode ter

sido em decorrência dos kits de biblioteca, pois o protocolo do Nextera XT (Illumina) usado

para Sa. cyaneus é muito mais sensível se comparado ao protocolo do SureSelect (Agilent

Technologies) usado para Sa. glaucodaemon. Outros fatores subjacentes também podem estar

envolvidos na diferença de performance, a exemplo da eficiência da montagem que favoreceu

Sa. glaucodaemon apesar da menor quantidade de leituras, conforme é possível observar no

apêndice.
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4.3.1. Diversidade bacteriana (DNA)

Os dados referentes aos cinco filos que apresentaram maior quantidade de contigs

estão representados no gráfico 1.

Gráfico 1. Abundância e diversidade de contigs bacterianos em mosquitos do gênero Sabethes

Ao observar o gráfico acima, pode-se notar que Proteobacteria é o filo mais

representado para todas as espécies de mosquito estudadas. Em seguida, há uma abundância

relativamente semelhante entre Bacteroidetes e Firmicutes, seguido de Actinobacteria e

Cyanobacteria. Esses dados puderam ser melhor avaliados observando o Krona charts

(Gráfico 2) que será apresentado na página seguinte.
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Gráfico 2. Krona chart de Sa. chloropterus demonstrando a diversidade de contigs bacterianos

É importante destacar que o Krona chart de todos os mosquitos do gênero Sabethes

avaliados são semelhantes em abundância e diversidade, o que nos permite inferir que não há

filossimbiose significativa. Por isso, as inferências a seguir são similares para todos os

mosquitos. A seguir, será discutido a respeito das bactérias encontradas no Krona chart

dinâmico.
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Os microrganismos em destaque em termos de números de contigs são as bactérias

Acinetobacter baumannii e Pantoea sp. Taur, que podem apresentar tamanho médio

correspondente a 3.9 Mb e 4.8 Mb, respectivamente (NCBI, 2022).

Tanto Acinetobacter quanto Pantoea estão entre as bactérias consideradas como as

mais abundantes em mosquitos vetores (Gendrin & Christophides, 2013; Wilke & Marrelli,

2015; Wang & Jacobs-Lorena, 2019). Com relação a Acinetobacter, também há indícios de

que esta pode colonizar glândulas salivares e/ou órgãos reprodutivos (Sharma et al., 2014;

Tchioffo et al., 2015; Scolari et al., 2019) ou até mesmo aumentar a capacidade digestiva de

proteínas do sangue por parte do mosquito. Devido a capacidade de A. baumannii em

colonizar glândulas salivares e órgãos reprodutivos, é necessário considerá-la como uma

bactéria potencialmente relevante para o controle biológico de arbovírus, uma vez que tais

vírus também podem colonizar as glândulas salivares, por exemplo (Sanchez-Vargas, Olson &

Black, 2021).

De um modo geral é possível observar que Proteobacteria é a mais abundante, em que

podemos destacar Escherichia coli, que é uma bactéria amplamente encontrada no intestino

de seres humanos e que também tem sido relatada em mosquitos (Lopes & Soujik, 2018;

Baumgartner et al., 2020; Nakkarach et al., 2021; Guegan et al., 2018; Wang et al., 2021). A

presença desta espécie inclusive já foi observada como sendo um fator importante para o

crescimento de larvas de Aedes aegypti (Valzania et al., 2018). Entretanto, Correa et al.

(2018) demonstraram que bactérias como a própria E. coli não são imprescindíveis para o

crescimento do mosquito, embora admitam que sejam relevantes. Nesse sentido, é

interessante hipotetizar que a manipulação de E. coli em mosquitos transgênicos poderá

impactar no desenvolvimento larval e possivelmente no desenvolvimento do adulto bem

como seu fitness para a transmissão de patógenos. Além disso, também existem estudos com

Anopheles gambiae que concluíram que a infecção por E. coli promove uma alteração na

expressão gênica de genes relacionados à resposta imune do inseto, como é o caso de draper e

eater (Estévez-Lao & Hillyer, 2014; Sigle & Hillyer, 2018).

Outra bactéria encontrada nas amostras foi Klebsiella pneumoniae, que é reconhecida

há muito tempo como um agente infeccioso que se encontra entre os patógenos nosocomiais

mais comuns do mundo (Pendleton, Gorman & Gilmore, 2013) e que há tempos se sabe que

pode ser encontrada vivendo em uma ampla gama de nichos ambientais e associados ao

hospedeiro (Bagley, 1985), conforme observado neste trabalho. A depender do ambiente, essa

bactéria pode se comportar como um simples comensal ou um potencial patógeno (Wyres &
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Holt, 2018). Apesar de sua importância, não foi possível achar dados recentes e

suficientemente consistentes sobre o papel da K. pneumoniae dentro do microbioma de

mosquitos.

Por outro lado, foi possível encontrar bactérias Wolbachia, tidas como relevantes para

o controle biológico de arbovírus como a dengue. No caso de W. pipientis, foi demonstrado

que Aedes aegypti infectado com tal bactéria são menos suscetíveis a infecções por dengue se

comparados a Ae. aegypti selvagem, refletindo diretamente no número de hospitalizações por

dengue entre os participantes do estudo (Utarini et al., 2021). De modo semelhante, Ekwudu

et al. (2020) também demonstraram que em culturas de células de mosquitos foi observada

uma redução de vírus de RNA, especialmente Flavivirus e Alphavirus. Esse é provavelmente

o gênero mais promissor de bactérias para controle biológico de arbovírus na atualidade.

A bactéria Wolbachia é tipicamente transmitida verticalmente através dos ovos do

hospedeiro, sendo capaz de alterar sua biologia, seja induzindo manipulações reprodutivas,

como (i) a feminização de machos infectados (ou seja, transformando machos genéticos em

fêmeas); (ii) partenogênese induzida (isto é, reprodução sem machos); (iii) morte de machos

infectados; e (iv) incompatibilidade citoplasmática (ou seja, modificação do esperma de

machos infectados resultando em defeitos embrionários e morte) (Niang et al., 2018).

Na revisão de Pimentel et al. publicada em 2021, é possível ter uma ampla visão da

relevância de Wolbachia no cenário dos arbovírus. O trabalho inclusive mostra alguns estudos

realizados ao longo dos anos, e é possível observar a existência de estudos com Wolbachia e a

transmissão de febre amarela, vírus esse que pode ser transmitido por mosquitos do gênero

Sabethes, conforme relatado anteriormente. Esse é um ponto importante, pois não tem sido

encontrados estudos que retratam o papel de Wolbachia nesses mosquitos, assim como

relatado por Silva et al. (2021), que afirma que nenhuma espécie deste gênero tem sido

escaneada para Wolbachia, tornando portanto este o primeiro trabalho a relatar a presença de

tais bactérias no microbioma dos mosquitos em questão. Este fato também é suportado pela

revisão de Pimentel et al. (2021) que mostra que os mosquitos mais usados para estudos com

Wolbachia são do gênero Aedes.

Apesar da facilidade em encontrar estudos relatando os efeitos da presença e/ou

ausência de Wolbachia em mosquitos vetores, ainda há um blackout no que diz respeito aos

mosquitos do gênero Sabethes, e talvez uma das razões para isto seja a dificuldade em coletar

seus espécimes e criar em laboratório, pois são insetos que vivem em condições muito

específicas, com microclima de copa de árvore, tornando difícil mimetizar em laboratório.
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Mesmo assim, a ausência de estudos de diversidade microbiana para tais mosquitos é um

enigma, uma vez que este gênero alberga espécies com importância médica reconhecida.

Apesar de toda a reconhecida relevância de Wolbachia, é importante destacar que

estudos de isolamento da bactéria e outros testes complementares devem ser feitos para

confirmar a presença de tal gênero uma vez que a quantidade de contigs detectados não foi tão

alta, podendo configurar um erro de alinhamento, por exemplo.

Um outro exemplo de bactéria importante que foi encontrada no microbioma dos

Sabethes é a Listeria monocytogenes, sendo um dos principais agentes causadores de doenças

graves em humanos e animais através do consumo de leite e outros produtos lácteos, bem

como carne, aves e produtos prontos para o consumo (Shamloo et al., 2019). Doença esta

denominada por listeriose e que possui alta morbidade e mortalidade (Disson, Moura &

Lecuit, 2021). Mas a importância desta bactéria vai além da espécie humana, já tendo sido

realizados estudos com L. monocytogenes e algumas espécies de mosquitos, como é o caso de

Anopheles stephensi e Culex quinquefasciatus, que já foram testadas para a eficácia

mosquitocida de nanopartículas de prata (AgNPs) produzidas por cepas bacterianas, incluindo

cepas de L. monocytogenes, em que foi observada uma alta suscetibilidade das larvas, pupas e

adultos aos AgNPs (Soni & Prakash, 2015), podendo ser portanto uma estratégia promissora

para o controle biológico de insetos vetores como é o caso dos Sabethes. Entretanto, faz-se

necessário estudos adicionais para entender os mecanismos subjacentes de L. monocytogenes

na biologia do inseto, além de compreender a aplicabilidade desta técnica para mosquitos

selvagens.

Imunologicamente, a L. monocytogenes parece desempenhar um papel importante,

uma vez que Kim et al. (2020) descreveram que essa bactéria pode induzir a transcrição de

AaAtg8 (gene de autofagia) em mosquitos alimentados com açúcar e sangue. Essa é uma

bactéria conhecida por orquestrar a maquinaria de autofagia de uma forma que, por sua vez,

protege o hospedeiro do patógeno invasor (Kim et al., 2020). Sabe-se também que L.

monocytogenes pode contornar a maquinaria de autofagia e promover a fagocitose (Mitchell

et al., 2018). Portanto, essa parece ser uma bactéria promissora em termos de controle

biológico, pois a função desempenhada parece estar diretamente ligada à modulação da

expressão de genes que participam de cascatas imunológicas; assim, a manipulação do

sistema protetor de mosquitos vetores poderá ser um ponto chave para a não infecção e/ou

eliminação de patógenos como os vírus, refletindo diretamente na competência vetorial.

Também foi possível encontrar outras bactérias patogênicas ao homem, a exemplo de
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Streptococcus pyogenes, que pode causar doenças não invasivas e invasivas, bem como

sequelas não supurativas, incluindo faringite, escarlatina, impetigo, celulite, fasceíte

necrosante tipo II, síndrome do choque tóxico estreptocócico, febre reumática aguda e

glomerulonefrite pós-estreptocócica (Kimberlin, Brady & Jackson, 2015). Além desta, outra

bactéria do mesmo gênero encontrada foi Streptococcus dysgalactiae, conhecida por causar

mastite em bovinos e infecções também em humanos (Baracco, 2019; Wente & Krömker,

2020). Apesar de sua relevância médica, não foi possível encontrar dados atualizados e

relevantes sobre seu papel no microbioma de mosquitos.

Dentre as bactérias patogênicas ao homem damos aqui um destaque especial a

Pseudomonas aeruginosa, reconhecida como patógeno oportunista, sendo a bactéria mais

comum associada a infecções hospitalares e pneumonia relacionada à ventilação mecânica

(Barbier et al., 2013). Raramente afeta indivíduos saudáveis, mas causa alta morbidade e

mortalidade em pacientes com fibrose cística e indivíduos imunocomprometidos (Sadikot et

al., 2005). Tal bactéria já foi utilizada para a biossíntese de nanopartículas de óxido de zinco

(ZnO-NPs) (Abdo et al., 2021), as quais demonstraram alta eficácia contra bactérias, fungos e

também alta mortalidade para Culex pipiens. Portanto, assim como L. monocytogenes, P.

aeruginosa demonstra potencial para ser usada como controle biológico de mosquitos vetores.

Interessantemente, um estudo realizado com a mosca Bactrocera oleae, que é o inseto

praga mais importante na produção de azeitona, destacou que as larvas deste inseto podem se

desenvolver em azeitonas verdes devido à presença de uma bactéria chamada Candidatus

Erwinia dacicola (Ben-Yosef et al., 2015), sugerindo a possibilidade de usá-la no controle

deste inseto praga (Bigiotti et al., 2019). Essas informações também deverão ser consideradas

e testadas para mosquitos como Sabethes, pois a presença de C. Erwinia dacicola no

microbioma poderá revelar um papel no controle genético e imunológico.

A bactéria Enterobacter cloacae foi encontrada no microbioma dos Sabethes.

Bactérias deste gênero já foram observadas produzindo enzimas hemolíticas que melhoram a

digestão do sangue em dípteros hematófagos (De Gaio et al., 2011), o que deve ser

considerado uma vez que Sabethes são insetos hematófagos, conforme discutido

anteriormente. Inclusive, também já foi observado que esta bactéria pode suprimir parasitas

Plasmodium e interromper a invasão do epitélio do intestino médio, exercendo 54 pressão

oxidativa (Dennison et al., 2016). Além disso, um um suposto inibidor de protease serina

(SRPN6) tem sido destacado como um componente imunológico que restringe o

desenvolvimento do Plasmodium berghei no mosquito Anopheles stephensi, sendo SRPN6
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fortemente induzido após exposição a Enterobacter cloacae (Eappen, Smith & Jacobs-Lorena,

2013). Este é um ponto importante porque demonstra como bactérias podem regular genes

provocando uma alteração no sistema imune de modo a não permitir a replicação e

perpetuação de patógenos importantes.

Também foi possível identificar a presença de Bacillus thuringiensis, patógeno de

insetos mais bem sucedido usado para o controle de insetos. Essas bactérias são patógenos de

insetos que dependem de proteínas formadoras de poros inseticidas conhecidas como toxinas

Cry e Cyt para matar seus hospedeiros larvais de insetos (Bravo et al., 2011). Este é um

microrganismo que também deve receber atenção devido seu potencial para o controle

biológico de insetos.

Outras bactérias também encontradas neste estudo foram Clostridioides difficile,

Desertihabitans brevis, Sphingobacteriaceae bacterium, Xanthomonas citri, Salmonella

enterica subsp. enterica, Citrobacter sp., Vibrio anguillarum, Anaplasma phagocytophilum,

Rickettsiaceae bacterium, Listeria welshimeri, Chloroflexi bacterium, Nostocales,

Macrococcus caseolyticus, Gammaproteobacteria bacterium, Enterococcus faecium,

Synechococcus sp., Flavobacterium sp. JXAS1, Chryseobacterium sp. RR2-3-20,

Hymenobacter sp.

É interessante ressaltar que estudos de transcriptoma envolvendo bactérias e

mosquitos vetores podem ser de grande valia uma vez que sabe-se que microRNAs do

hospedeiro podem regular a expressão e o crescimento de genes bacterianos, e sua perda

resulta em microbiota desequilibrada (Liu et al., 2016). De modo semelhante, o microbioma

também é capaz de regular a transcrição de genes do hospedeiro, embora o estudo de Hyde et

al. (2020) tenha demonstrado que essa influência do microbioma é muito menor do que se

pensava, afirmando que embora o microbioma pareça afetar algumas vias, como função

imunológica e metabolismo, os dados sugerem que o microbioma está desempenhando

principalmente um papel nutricional no desenvolvimento, com apenas efeitos menores no

adulto. Essa influência ainda não tem sido descrita para o microbioma de mosquitos Sabethes,

tampouco o papel específico de cada bactéria que compõe este sistema.

4.3.2. Diversidade viral (DNA e RNA)

A abundância e diversidade de contigs dos principais grupos virais representados

encontra-se nos gráficos 3 e 4.
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Gráfico 3. Abundância e diversidade de contigs virais (DNA) em mosquitos do gênero

Sabethes

Gráfico 4. Abundância e diversidade de contigs virais (RNA) em mosquitos do gênero

Sabethes
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Tanto no gráfico 3 quanto no 4, foi possível observar a presença de filos semelhantes,

porém havendo uma prevalência de Polydnaviridae nos contigs de DNA de Sa.

glaucodaemon.

De um modo geral, os dados gerados para viroma foram muito semelhantes quando

comparadas as amostras de DNA e RNA, sendo possível identificar de um modo geral as

mesmas espécies ou famílias virais (Gráficos 5 e 6).

Gráfico 5. Krona chart de Sa. chloropterus demonstrando a diversidade de contigs virais

(DNA)
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Gráfico 6. Krona chart de Sa. chloropterus demonstrando a diversidade de contigs virais

(RNA)

A similaridade de contigs entre as amostras de DNA e RNA pode ter ocorrido porque

o kit de extração de RNA utilizado não separa RNA viral de DNA celular (Qiagen, 2020), o

que parece incluir o DNA dos vírus, já que são parasitas intracelulares obrigatórios. E como o

kit de preparo de biblioteca utilizado é indicado tanto para DNA quanto RNA, o
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sequenciamento prosseguiu para ambos os ácidos. Isto indica que para o uso destes kits para o

mesmo propósito deste trabalho, DNase deverá ser utilizada a fim de permitir o

sequenciamento do RNA isolado.

Assim como para as amostras referentes a DNA, em RNA destacamos os mesmos

vírus, sendo eles: Aedes aegypti To virus e Atrato Retro-like virus, ambos fazem parte de

Riboviria, que é um táxon que inclui vírus de RNA que utiliza RNA polimerase dependente

de RNA (RdRp) para a replicação (Gorbalenya et al., 2019).

Não foi possível encontrar informações a respeito de Aedes aegypti To virus, inclusive

a sequência deste vírus que está publicada no NCBI e deu match no alinhamento não está

publicada em artigo científico. Esta sequência foi submetida ao banco de dados no final de

2020 por Neto et al. (NCBI, 2022). A julgar pelo nome da espécie, este é provavelmente um

ISV detectado pela primeira vez em Aedes aegypti, sendo necessária uma avaliação mais

detalhada a respeito da importância deste vírus no microbioma de mosquitos, uma vez que

entende-se que vírus de inseto também desempenham papéis importantes já que parecem

dificultar a transmissão de arbovírus (Halbach, Junglen & Van Rij, 2017).

Atrato Retro-like virus foi o segundo vírus com maior número de contigs, ficando atrás

apenas de Aedes aegypti To virus, apresentando um quantitativo mais elevado especialmente

na espécie Sa. chloropterus, apesar de não necessariamente significar que seja o mais

abundante nas amostras, podendo este ter mais contigs devido ao seu tamanho ou

simplesmente pela performance do sequenciamento, conforme discutido anteriormente.

Apesar dessa representatividade nas amostras, não há muitos estudos disponíveis para

consulta, a não ser pelo de Ren et al. (2021), que detectou Atrato virus em viromas de Culex e

Anopheles em Wuhan (China), embora não haja uma discussão a respeito da relevância do

mesmo. Além deste, também há alguns outros poucos trabalhos que identificam este vírus em

amostras de mosquitos de outros gêneros como Anopheles e Haemagogus, por exemplo (Ali

et al., 2021; Jansen et al., 2021; Neves et al., 2021; Silva et al., 2021). Assim como Aedes

aegypti To virus, Atrato virus também precisa ser investigado a respeito de seu papel no

microbioma do vetor.

Foi possível detectar contigs referentes a Mimiviridae, incluindo Acanthamoeba

polyphaga mimivirus, que é um vírus gigante (semelhante ao tamanho de pequenas bactérias)

capaz de se ligar a diferentes organismos, como bactérias Gram-positivas, fungos e

artrópodes, mas não a bactérias Gram-negativas, levando a prever que artrópodes,

principalmente insetos, podem atuar como dispersores de mimivírus (Rodrigues et al., 2015).
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Essa é uma informação importante porque Acanthamoeba polyphaga mimivirus já foi usada

em estudos experimentais para verificar a possibilidade do desenvolvimento de pneumonia

em camundongos, os quais desenvolveram as características histopatológicas de pneumonia,

sugerindo a possibilidade de um processo semelhante em outros mamíferos, incluindo o ser

humano (Khan et al., 2007), o que deve ser considerado como um alerta para a possibilidade

deste vírus ser efetivamente transmitido por mosquitos e gerar infecções importantes em

humanos e/ou outros animais. Apesar da relevância das informações é importante ressaltar

que o número máximo de contigs encontrados para essa espécie foi 3 (em Sa. belisarioi),

sendo difícil afirmar se realmente este vírus estava presente na amostra, ou foi apenas um viés

de montagem e/ou alinhamento.

Outros vírus também foram encontrados nas amostras, a exemplo de Lampyris

noctiluca errantivirus 1, Trichoplusia ni TED virus, Chibugado virus, Cladosporium fulvum

T-1 virus, Aedes aegypti To virus, Monjiviricetes, Pimascovirales, Poxviridae, Cotesia

sesamiae Mombasa bracovirus, Cotesia vestalis bracovirus, Siphoviridae sp., Myoviridae sp.,

Yasminevirus sp., Lefavirales, além de muitos outros. Porém apesar da vasta diversidade,

poucas são as informações disponíveis, tornando complexa a avaliação da importância desses

vírus para os mosquitos vetores, especialmente no caso de Sabethes, que também é um gênero

relativamente pouco estudado.

Por causa desta ausência de informações, esforços devem ser realizados a fim de

entender primeiramente a diversidade do viroma associado ao mosquito vetor e por

conseguinte o papel dos mesmos em relação a infecções por arbovírus. Inclusive, o

entendimento desta dinâmica é importante porque existem estudos que comprovaram que

arbovírus podem ter sido ISVs no passado, os quais através da evolução adquiriram a

capacidade de expandir sua gama de hospedeiros para incluir também vertebrados, o que

sugere a possibilidade de adaptação de ISVs resultando em novos arbovírus (Öhlund, Lundén

& Blomström, 2019).

Aqui, é necessário inserir aqui o termo “vírus específico de mosquito” (MSV), esses

vírus são um subtipo de ISVs, mas que se restringem aos mosquitos. Curiosamente, muitos

desses vírus agrupam-se taxonomicamente muito próximos aos vírus transmitidos por

artrópodes, dos quais muitos são de preocupação para a saúde pública (Atoni et al., 2019),

reforçando ainda mais a ideia de que MSVs podem vir a se tornar arbovírus de interesse

médico.

Uma vez que é clara a possibilidade de MSVs tornarem-se arbovírus e que também
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assume-se a existência de uma relação entre MSVs e arbovírus, torna-se interessante a

condução de estudos de transcriptoma, pois tem sido observado o papel de RNAs de

interferência durante esse processo, inclusive as interações arbovírus-miRNA-via já foram

relatadas, seja pela expressão de miRNAs virais ou alterações nos miRNAs expressos por

mosquitos após a infecção (Leggewie & Schnettler, 2018). Por outro lado, os dados sobre a

interação de MSVs e a via de miRNA em mosquitos são limitados a apenas um estudo até

2019, sugerindo que não há efeitos da infecção por MSV na expressão de miRNA (Lee et al.,

2017), o que pode vir a ser refutado em estudos posteriores.

Além do controle de vetores e transmissão, os MSVs também podem ser usados como

ferramentas de expressão, pois alguns deles se replicam em altos títulos e são considerados

seguros devido à sua incapacidade de infectar e replicar em células de vertebrados. Isso e a

semelhança de alguns MSVs com arbovírus patogênicos os identificaram como bons

candidatos a vacinas, segundo é exemplificado por Agboli et al. (2019).

É importante ressaltar que em Sabethes chloropterus, Sabethes glaucodaemon e

Sabethes belisarioi foi observado uma quantidade alta de contigs para Aeribacillus phage

AP45. Esse vírus chegou a ser representado por mais de 84 mil contigs em uma das espécies.

Embora não hajam estudos discutindo o papel deste vírus em mosquitos vetores, faz-se

necessário entender seu papel no microbioma, especialmente pela sua representatividade, que

posteriormente deverá ser traduzida em abundância, uma vez que já foi discutido

anteriormente que o alto número de contigs não necessariamente diz respeito à abundância,

mas sim à cobertura do genoma.

Não foi possível encontrar nenhum vestígio de febre amarela nas amostras, o que já

era esperado devido ao baixo número de espécimes utilizados no trabalho, reduzindo assim a

probabilidade de coletar insetos naturalmente infectados.



56

5. CONCLUSÃO

Conhecer os microrganismos associados a mosquitos vetores é uma etapa importante

no desenvolvimento de estratégias de controle desses insetos e/ou de seus patógenos, uma vez

que é consolidado que a manipulação de bactérias pode induzir a mortalidade de larvas de

mosquito, além de alterar o sistema imunológico e até mesmo o fitness do inseto, tornando-o

incapaz de transmitir arbovírus importantes. Portanto, estudos como esse que visam conhecer

a composição microbiana se fazem importantes como uma forma de apontar bactérias e vírus

que poderão ser usados no controle biológico, uma vez que não só as bactérias mas também

vírus específicos de inseto possuem essa capacidade de alterar significativamente a fisiologia

do mosquito vetor. Além desses aspectos, estudos de diversidade microbiana podem permitir

o conhecimento da presença de vírus importantes, como a febre amarela, e abre possibilidades

para a descoberta de novos vírus e bactérias, uma vez que existem contigs que não foram

identificados através do alinhamento, podendo existir microrganismos ainda não

disponibilizados nos bancos de dados genéticos. Também é importante ressaltar que a

ausência de filossimbiose significativa pode ser um fator importante no desenvolvimento de

estratégias de controle semelhantes para todas as espécies de mosquitos do gênero Sabethes

presentes nesse estudo. Por fim, o reconhecimento da diversidade e posteriormente

funcionalidade dos microrganismos descritos devem ser considerados para a busca por novos

alvos vacinais.
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Desenvolvimento de material didático ou instrucional
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de material didático ou instrucional - eBook).
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