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RESUMO 

  
João Felipe Moreira Salgado  

 
O microbioma do intestino médio de Aedes aegypti e suas alterações em diferentes regimes 

alimentares  
 

Orientadora: Dra. Ana Carolina Martins Junqueira  

 
Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da Universidade 
Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para obtenção do título de 
Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e aprovação no RCS Trabalho de 
Conclusão de Curso. 
 

O repasto sanguíneo é crucial para reprodução e transmissão de arbovírus em Aedes 

aegypti. Ele também é responsável por diversos processos fisiológicos no intestino médio do 
mosquito, incluindo a modulação de sua microbiota, fator extremamente importante para a 
colonização de patógenos virais. Devido à larga utilização de sequenciamento da subunidade 
ribossomal 16S e pooling de amostras, as implicações de tal impacto na comunidade microbiana 
ainda permanecem elusivas, com necessidade de caracterização metagenômica mais profunda de 
forma a revelar atribuições taxonômicas em melhor resolução e com elucidação de processos 
funcionais associados através da investigação a nível genômico dos microrganismos envolvidos. 
Nós utilizamos 70 indivíduos de larva e mosquitos adultos em diferentes horas após a dieta com 
sangue ou açúcar para o sequenciamento utilizando metodologia de whole genome shotgun 
(WGS), proporcionando atribuição taxonômica a nível de espécies e identificação de perfis 
funcionais baseados em genes presentes nos metagenomas. Larvas e mosquitos adultos durante o 
primeiro dia após a alimentação com sangue possuem diversidades significativamente menores de 
sua comunidade microbiana, sendo que larvas apresentam microbioma dominado por 
actinobactérias do gênero Microbacterium. O primeiro dia após a alimentação com sangue é 
caracterizado por um grande aumento na abundância relativa de Enterobacteriales e de genes 
relacionados ao metabolismo de carboidratos e aminoácidos. Mosquitos adultos alimentados com 
açúcar não apresentam uma dominância significativa de táxons microbianos, com maior 
diversidade de espécies fúngicas entomopatogênicas e bacterianas. Tais alterações são restauradas 
para um estado similar em ambos os grupos em 48h após a alimentação, com presença abundante 
do patógeno humano e simbionte de culicídeos Elizabethkingia anophelis. Esse é o primeiro 
estudo a utilizar a metodologia de WGS para descrever o microbioma de A. aegypti, produzindo o 
maior conjunto de dados metagenômicos neste modelo e relatando uma adaptação do microbioma 
para promover perfil funcional relacionado à nutrição em detrimento da abundância de 
simbiontes no intestino médio do mosquito. Tal conhecimento pode ser aplicado para o 
desenvolvimento de novas estratégias para controle vetorial e da transmissão de arboviroses. 

 
Palavras-chave: Culicidae, Whole Genome Shotgun, repasto sanguíneo, simbiose, 
Enterobacteriales, Elizabethkingia anophelis.   
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            ABSTRACT 
 

João Felipe Moreira Salgado 

 

O microbioma do intestino médio de Aedes aegypti e suas alterações em diferentes regimes 
alimentares  

 

Orientadora: Dra. Ana Carolina Martins Junqueira  

 

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para obtenção do 
título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e aprovação no RCS 
Trabalho de Conclusão de Curso. 

 
Blood meals are crucial for reproduction and transmission of arboviruses in Aedes aegypti. 

They also trigger several physiological processes in the mosquito’s midgut, including modulating 
its microbiome, a key for susceptibility to colonization of viral pathogens. Due to the still largely 
employed rRNA 16S sequencing and pooling of samples, however, implications of such impact 
on the microbial community remain elusive. Such gap in the sutdy of microbiome in insect 
vectors calls for a deeper metagenomic characterization to provide resolved taxonomic 
assignments with elucidation of associated functional processes and allow for microbial genome-
level investigation. We subjected 70 larvae and adult mosquito individuals at different hours post 
blood or sugar meals to whole genome shotgun sequencing (WGS), providing species level 
taxonomic assignments and gene-based functional profiling of the metagenomes. Larvae and 
adult mosquitoes during the first day post blood meal display significantly lower microbiome 
diversities. The former presents an exclusive dominance of the actinobacteria genus 
Microbacterium. The early hours of digestion in blood fed mosquitoes are associated with a 
striking proliferation of Enterobacteriales, as well as carbohydrate and amino acid metabolism 
genes. On the other hand, sugar fed adult individuals didn’t display any significant taxa 
dominance, with higher diversity of entomopathogenic fungi, and bacteria. Such changes are 
restored to a similar state in both diet groups at 48h, with detection in high abundances of the 
human pathogen and culicidae symbiont Elizabethkingia anophelis. This is the first study to use 
WGS in order to describe A. aegypti’s microbiome, generating the largest metagenomic dataset in 
this model and reporting its microbiome adaptation to a digestive role at the expense of symbiont 
abundances upon blood meal in A. aegypti. Such knowledge can provide useful insights for the 
development of novel strategies aiming the vector’s populational control and halting the 
transmission of arboviruses.  

 
Key words: Culicidae, Whole Genome Shotgun, blood meal, symbiosis, Enterobacteriales 
Elizabethkingia anophelis.    
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RESUMO PARA PESSOAS LEIGAS 
  

João Felipe Moreira Salgado  

 

O microbioma do intestino médio de Aedes aegypti e suas alterações em diferentes regimes 
alimentares  

 

Orientadora: Dra. Ana Carolina Martins Junqueira  

 

Resumo para pessoas leigas da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de 
Góes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 
obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e aprovação 
no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 
 

A alimentação por sangue é crucial para fêmeas do mosquito Aedes aegypti por permitir a 
sua postura de ovos e reprodução. Porém, as picadas de mosquitos fêmeas em humanos também 
podem ser a causa da transmissão de vírus causadores de doenças. De forma similar ao que ocorre 
conosco, a dieta aparenta ser um fator que causa a alteração da presença de fungos e bactérias 
benéficos no intestino médio do mosquito, cuja presença pode influenciar a habilidade do 
mosquito de transmitir vírus como Dengue e Zika. Ainda assim, os métodos utilizados até hoje 
para investigar como se dá a alteração da comunidade microbiana de fungos e bactérias se 
utilizam de um único gene. Desta forma, estes estudos ainda deixam lacunas no conhecimento 
sobre como esta comunidade microbiana do intestino médio de mosquitos é alterada quando da 
alimentação por sangue. Permanece, portanto, a necessidade de caracterização de todo o conteúdo 
genético de origem microbiana, ou genomas, presentes intestino de A. aegypti, área do 
conhecimento chamada de metagenômica. Ela é de importância principalmente para fornecer 
identificações de espécies microbianas e agregar informação sobre seus envolvimentos em 
processos da vida do mosquito. Neste trabalho, nós utilizamos 70 indivíduos de larvas e 
mosquitos fêmeas adultos em diferentes horas após a dieta com sangue ou açúcar para a detecção 
de todo o conteúdo genômico em seus intestinos. Larvas e fêmeas adultas durante o primeiro dia 
após a alimentação com sangue possuem menor diversidade de microrganismos, sendo que a 
comunidade microbiana de larvas é dominada por actinobactérias. O primeiro dia após a 
alimentação com sangue é caracterizado por um grande aumento na detecção de enterobactérias e 
de genes relacionados ao metabolismo de carboidratos e aminoácidos. Mosquitos adultos 
alimentados com açúcar apresentam maior diversidade de espécies fúngicas e bacterianas. Tais 
alterações são restauradas para um estado similar em ambos os grupos às 48h após a alimentação, 
com presença da bactéria Elizabethkingia anophelis, benéfica para mosquitos. Este é o primeiro 
trabalho que faz uso da metagenômica e elucida a mudança de microrganismos para promover 
funções relacionadas à nutrição no intestino médio de A. aegypti, resultados que podem ser 
importantes para o desenvolvimento de alternativas para o controle do mosquito e da transmissão 
de vírus. 

 
 



x 
 

 

 

ÍNDICE Pág  

1.  Introdução 11 

1.1. A ascensão do império alvinegro: Uma revisão sobre a biologia de Aedes aegypti. 11 

1.2.  Microbioma na saúde e na doença: Até que arbovírus os separem. 15 

1.3.  Balada de amor (e ódio) através das idades: O impacto da co-evolução vetor-
microrganismos. 

18 

1.4.  Revolução das máquinas: A era da (Meta)genômica na ecologia microbiana. 21 

2. Justificativa 27 

3.  Objetivos 28 

3.1. Objetivo geral. 28 

3.2. Objetivos específicos. 28 

4. Materiais e Métodos  29 

4.1. Desenho experimental.    29 

4.2. Extração e sequenciamento de DNA. 30 

4.3. Processamento dos dados sequenciados. 31 

4.4. Atribuição taxonômica e funcional. 31 

4.5. Estimativas de diversidade da comunidade microbiana. 32 

4.6. Distribuição de espécies e redes de co-ocorrência. 33 

5. Resultados 35 

5.1. Extração e sequenciamento. 35 

5.2. Mudanças de composição e diversidade microbiana em larvas e adultos. 38 

5.3. A comunidade microbiana de adultos e suas espécies preditoras de diferentes dietas. 44 

5.4. O perfil funcional do microbioma de adultos é alterado de acordo com sua dieta. 48 

6. Discussão 53 

7. Conclusão 59 

8. Referências Bibliográficas 60 



11 
 

 

1. INTRODUÇÃO 

1.1. A ascensão do império alvinegro: Uma revisão sobre a biologia de Aedes aegypti. 

 Ao longo dos últimos milênios, Homo sapiens se tornou, inegavelmente, a espécie com o 

maior impacto direto na alteração da paisagem e de ciclos essenciais à manutenção da vida no 

planeta (Goudie, 2018). Ainda que, para grande parte da biodiversidade, este se apresente como 

um impacto negativo, alguns animais se adaptaram aos novos nichos gerados por tal intervenção 

humana na natureza, como é o exemplo de insetos hematófagos, especialmente dípteros da 

família Culicidae. Mosquitos que antes possuíam ciclos de vida exclusivamente silváticos, 

alimentando-se do sangue de mamíferos selvagens, divergiram em novas espécies antropofílicas, 

adaptando-se às novas condições naturais em um processo de domesticação causado pela invasão 

humana em áreas antes inexploradas. Futuramente, o tráfego marinho colonialista intercontinental 

iria também iniciar a distribuição dessas novas espécies hemissinantrópicas em direção ao Novo 

Mundo (Forattini et al., 1993; Powell et al., 2013; Brown et al., 2014). Esses processos, por mais 

irrelevantes que possam ter parecido no passado, moldaram a distribuição e evolução da 

biodiversidade de forma tal que, ironicamente ou não, os mosquitos atualmente tenham se 

tornado os animais mais letais do planeta para humanos (Gates, 2014). 

 Mosquitos pertencem ao filo Arthropoda e à classe Insecta. São invertebrados da ordem 

Diptera, uma das mais diversas entre os insetos, com mais de 150 mil espécies descritas 

(Wiegmann et al., 2011). Esta ordem é tradicionalmente dividida em (i) Brachycera, que inclui 

moscas de corpo robusto e antenas curtas e (ii) Nematocera, que compreende mosquitos de corpo 

alongado e antenas segmentadas (Wiegmann et al., 2011). Dentre estes últimos, especificamente 

na família Culicidae e subfamília Culicinae, temos o gênero Aedes, que contém os principais 

vetores biológicos de arboviroses em humanos. Esse gênero inclui insetos holometábolos, ou seja, 

que passam por metamorfose completa, com quatro principais estágios de desenvolvimento: ovo, 

larva, pupa e adulto. Os ovos são resistentes à dessecação, podendo enfrentar longos períodos até 

que haja umidade suficiente para eclosão. A postura destes é feita preferencialmente em águas 

limpas e lênticas, onde  os ovos  eclodem liberando larvas de estágio 1 (L1) que se alimentam de 

fito e zooplâncton, incluindo microrganismos, e permanecem no ambiente aquático até a forma 

adulta (Beserra et al., 2006). Durante este estágio, alguns fatores são determinantes: a temperatura 

https://www.zotero.org/google-docs/?2yi92v
https://www.zotero.org/google-docs/?EdUlgD
https://www.zotero.org/google-docs/?pDwhOh
https://www.zotero.org/google-docs/?Sxq8HK
https://www.zotero.org/google-docs/?Cc0Yzg
https://www.zotero.org/google-docs/?19pEAZ
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mais quente, que acelera o desenvolvimento, a disponibilidade nutricional do ambiente e a 

densidade larval, que, quando muito elevada, tende a diminuir a taxa de crescimento individual 

das larvas que compartilham o mesmo microambiente (Couret et al., 2014). Uma vez adultos, os 

mosquitos têm uma expectativa de vida de duas semanas a um mês e geralmente se alimentam de 

substâncias açucaradas, como néctar ou seiva. O repasto sanguíneo é realizado somente por 

fêmeas durante o período após a cópula e precedente à oviposição, visto que aminoácidos 

advindos do sangue são essenciais para produzir proteínas precursoras do vitelo (PPV, do inglês 

YPP, yolk precursor proteins) e para a vitelogênese no corpo gorduroso (Gomes et al., 2005; 

Pimenta de Oliveira et al., 2017). Um dos principais fatores que favorecem o aumento 

populacional de mosquitos do gênero Aedes é a facilidade de adaptação a vários tipos de 

criadouros (naturais e artificiais, perenes ou efêmeros), (Lozovei, 2001). Além disso, a 

preferência por hematofagia em humanos, a sobrevida por tempo suficiente para que os vírus se 

proliferem e o sistema circulatório simplificado com acesso direto da hemocele ao aparato bucal, 

propiciam o aumento da dispersão viral, tornando algumas de suas espécies exímios vetores de 

arboviroses (Ritchie, 2014). 

Espécies vetoras são amplamente estudadas na entomologia médica por intermediarem a 

dispersão de doenças relevantes para a saúde pública mundial. Dentre essas espécies, destaca-se 

Aedes aegypti, um dos artrópodes urbanos e cosmopolitas com maior competência vetorial de 

ArBoviroses (do inglês Arthropod Borne) humanas (Ritchie, 2014). A maioria dessas arboviroses 

causam intensa inflamação generalizada, por vezes hemorrágica, com exemplos notórios 

causados por vírus do gênero Flavivirus. Seus principais representantes são os vírus da febre 

amarela, da dengue e zika, do inglês respectivamente Yellow Fever Virus (YFV), Dengue Virus 

(DENV) e Zika Virus (ZIKV). Essas doenças ainda são mantidas paralelamente em ciclos 

silváticos por mosquitos dos gêneros Aedes, Sabethes e Haemagogus e suas principais 

características fisiopatológicas incluem distúrbios hemodinâmicos que podem culminar em 

falência hepática no caso da febre amarela e quadros de choque fatais no caso da dengue 

(Quaresma et al., 2013; Katzelnick et al., 2017). Estudos acerca do impacto clínico da dengue e 

febre amarela indicam que ambas estão entre as doenças negligenciadas mais desabilitantes ao 

longo da vida de indivíduos afetados (Hotez et al., 2014), aumentando os custos destinados aos 

cuidados com a saúde. O custo global anual agregado apenas à dengue foi estimado em torno de 

US$ 9 bilhões, sendo que 12% destes foram alocados em casos fatais (Shepard et al., 2016). A 

https://www.zotero.org/google-docs/?MrTBTG
https://www.zotero.org/google-docs/?w6lw6W
https://www.zotero.org/google-docs/?w6lw6W
https://www.zotero.org/google-docs/?2X61wR
https://www.zotero.org/google-docs/?RjSxra
https://www.zotero.org/google-docs/?OjXHMi
https://www.zotero.org/google-docs/?oYbNGo
https://www.zotero.org/google-docs/?teQlrK
https://www.zotero.org/google-docs/?zGXK7z


13 
 

 

zika, por sua vez, se tornou alvo de vigilância epidemiológica pela evidente associação com 

comorbidades neurológicas, tais quais reações autoimunes, como a síndrome de Guillain-Barré, e 

neurodegenerativas, como síndrome da Zika Congênita (Willison et al., 2016; Garcez et al., 

2017;). Outras doenças de menor relevância epidemiológica transmitidas por A. aegypti incluem 

as febres chikungunya e mayaro, causadas respectivamente pelos vírus CHIKV e MAYV do 

gênero Alphavirus (família Togaviridae) e que causam viroses artrálgicas, além da filariose 

cardiopulmonar em humanos e animais domésticos causada pelo nematóide Dirofilaria immitis 

(Vezzani et al., 2011; Shragai et al., 2017), ressaltando a importância da vigilância 

epidemiológica do vetor também na medicina veterinária.  

Como uma das poucas tentativas de controle de tais doenças, o advento da vacina para 

febre amarela ocorreu em 1937, e, a partir de então, as epidemias diminuíram em grande 

proporção, com erradicação dos ciclos urbanos no Brasil (Ministério da Saúde, 2004). Entretanto, 

o ressurgimento de surtos em áreas com ampla cobertura vacinal no país vem levantando 

preocupações desde a década de 80, com taxas de mortalidade atingindo até 50% em alguns 

estados da região sul e sudeste do Brasil, nunca antes considerados endêmicos para a doença 

(Cavalcante e Tauil, 2017). A baixa taxa relativa de mortalidade é o principal fator que contribui 

para que arboviroses de forma geral sejam negligenciadas, mas a escassez de recursos, 

desigualdade socioeconômica e desvalorização da ciência são outros componentes que levam ao 

atraso em seu combate (Whiteman et al., 2020). Tais características são geralmente observadas 

em países subdesenvolvidos e em desenvolvimento que se encontram nas áreas de incidência 

dessas arboviroses, área esta que coincide com a distribuição global de seu vetor urbano, A. 

aegypti. Desta forma, países localizados em zonas tropicais são especialmente afetados, visto que 

o clima quente e úmido favorece o surgimento de criadouros artificiais e, por conseguinte, o 

aumento populacional de mosquitos. Não obstante, a ocorrência da espécie A. aegypti também 

pode incluir regiões de clima mediterrâneo e temperado (Kraemer et al., 2015), como mostra a 

Figura 1. Além disso, perspectivas indicam que fenômenos de mudanças climáticas podem 

contribuir cada vez mais para a expansão de sua distribuição devido à ocupação de nichos antes 

considerados pouco prováveis (Ritchie, 2014).   

https://www.zotero.org/google-docs/?PXbW4t
https://www.zotero.org/google-docs/?PXbW4t
https://www.zotero.org/google-docs/?jajy4S
https://www.zotero.org/google-docs/?H7hBcU
https://www.zotero.org/google-docs/?rqAcOS
https://www.zotero.org/google-docs/?YjiisS
https://www.zotero.org/google-docs/?mqzrKW
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Figura 1. Mapa global da distribuição de A. aegypti. O mapa mostra as áreas de prevalência documentada do vetor 
em pontos pretos e sua predição de ocorrência global (de 0, em azul significando probabilidade nula, a 1, em 
vermelho indicando alta probabilidade) em resolução espacial de 5 km x 5 km (Kraemer et al., 2015). Fonte: Spatial 
Ecology and Epidemiology Group, Department of Zoology, University of Oxford. Acessado em 21 de julho de 2020, 
<https://elifesciences.org/articles/08347/figures#fig1s4>. 
 

Ao redor do mundo, diversas medidas para controle populacional do vetor A. aegypti têm 

sido desenvolvidas, tais quais utilização de predadores naturais dos estágios larvais do mosquito e 

controle químico, sendo este último o mais utilizado historicamente em escala global nas últimas 

décadas (Manjarres-Suarez e Olivero-Verbel, 2013). Um levantamento realizado pela 

Organização Mundial da Saúde (OMS) entre 2001 e 2009 apontou que as classes de inseticidas 

químicos mais populares para controle de A. aegypti foram os organofosforados, com média de 

703 toneladas por ano, além de piretróides e carbamatos, com média de aproximadamente 151 e 

16 toneladas por ano, respectivamente. Essas classes de compostos químicos possuem 

representantes que, de acordo com a classificação de risco toxicológico da OMS, variam de 

“ligeiramente perigoso” a “extremamente perigoso” (OMS, 2011). Além das possíveis ameaças à 

saúde a longo prazo que tal método de controle representa, outra preocupação é a atual queda 

drástica de sua eficácia devido aos recorrentes casos de resistência dos mosquitos às formulações 

(Ranson et al., 2010; Dusfour et al., 2011; Maciel-de-Freitas et al., 2014). Os principais 

mecanismos de resistência descritos são: indução cruzada de genes para sistemas detoxificantes, 

deposição cuticular como barreira mecânica à penetração dos compostos e mutação de sítios-alvo 

(Poupardin et al., 2008; David et al., 2010; Marcombe et al., 2012). Por conta disso, novos 

métodos sustentáveis para o controle do vetor têm sido extensivamente estudados nos últimos 

https://www.zotero.org/google-docs/?7u3sdL
https://www.zotero.org/google-docs/?JkQpzc
https://www.zotero.org/google-docs/?CoNrLL
https://www.zotero.org/google-docs/?mzsfO6
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anos, com técnicas de geração de mosquitos imunologicamente refratários para arbovírus (Vargas 

et al., 2020), e principalmente com o uso direto e indireto de microrganismos, seja para a 

produção de substâncias mosquitocidas (Geetha e Manonmani, 2010), para produção de 

inseticidas microbianos (Bukhari et al., 2011) ou ainda para modulação da microbiota de forma a 

conferir resistência no mosquito à infecção e, consequentemente, diminuir transmissão de 

arbovírus (Rancès et al., 2012; Benelli, 2015). 

1.2. Microbioma na saúde e na doença: Até que arbovírus os separem. 

A ubiquidade de relações microscópicas anfibiontes finamente reguladas entre procariotos 

e eucariotos deu origem ao termo "holobionte" para descrever a miríade de interações entre os 

hospedeiros e microrganismos sob a perspectiva sinergística de moléculas e vias metabólicas 

provenientes de seus diferentes componentes (Guégan et al., 2018). Interações estas que, com o 

avanço das tecnologias de sequenciamento de genoma total e poder de análise computacional de 

grandes conjuntos de dados, podem ser melhor exploradas, apresentando potencial de aplicação 

para o controle da transmissão de doenças infecciosas. A microbiota intestinal, com sua alta 

capacidade de produzir metabólitos e modular a resposta imune do hospedeiro, é crucial na 

regulação homeostática de metazoários (Lee e Hase, 2014). A investigação e caracterização da 

comunidade microbiana tem sido extensivamente estudada em humanos, onde já é bem elucidada 

a alteração de sua composição em função da dieta e estilo de vida, assim como seu impacto na 

fisiologia e desenvolvimento embrionário. O paradigma do que se conhecia sobre a maturação do 

desenvolvimento imune e neuronal em fetos mudou à luz dos efeitos positivos e negativos da 

colonização de microrganismos (Heiss e Olofsson, 2019), bem como a forma como entendemos o 

conceito de “doença” atualmente. Por exemplo, um robusto corpo de evidências tem se formado 

mostrando a relação entre o uso de antibióticos durante a infância e a composição da microbiota 

intestinal de humanos com o surgimento de desordens neurodesenvolvimentais e 

neurodegenerativas, como desordens do espectro autista e doença de Alzheimer (Bonfili et al., 

2017; Nishida et al., 2018; Kang et al., 2019).  

Assim como em humanos, a associação de microrganismos com artrópodes é registrada de 

longa data. Por conta de sua vasta diversidade metabólica e natureza fisiológica extremamente 

versátil, a comunidade microbiana de insetos representa, hoje, uma perspectiva real e poderosa 

para controle populacional de pragas e vetores (Kanzok e Jacobs-Lorena, 2006; Marti et al., 2015; 
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da Silva et al., 2020). Em Diptera, a caracterização da microbiota é melhor conhecida e 

manipulada em Drosophila melanogaster, por ser um organismo modelo. Dois gêneros 

comensais bacterianos, Lactobacillus e Acetobactor são, por exemplo, essenciais para o 

desenvolvimento da mosca, promovendo a liberação de hormônios esteróides, como a ecdisona, e 

fatores de crescimento como insulina. Alterações no metabolismo de trealose e lipídios durante o 

estresse nutricional também são mediados por microrganismos comensais nestas moscas (Shin et 

al., 2011; Storelli et al., 2011). A microbiota de insetos também tem importante papel na 

estimulação de seu sistema imune, sendo proposto que peptidoglicanas provenientes de bactérias 

modulam a produção constitutiva de Relish, um fator de transcrição intermediário resultante da 

ativação da via imune de Imunodeficiência (IMD) (Bischoff et al., 2006).  

 

 
Figura 2. Esquema mostrando espécies bacterianas identificadas em diferentes sítios anatômicos de mosquitos: 
glândulas salivares, intestino médio, tecidos reprodutivos (O - Ovários, T - Testículos) e papo. Modificado de: 
Scolari, F., Casiraghi, M. e Bonizzoni, M. Aedes spp. and their microbiota: A review. Frontiers in Microbiology, 04 
de setembro de 2019, https://doi.org/10.3389/fmicb.2019.02036.  
 

https://www.zotero.org/google-docs/?BlRpJD
https://www.zotero.org/google-docs/?vkqLfm
https://www.zotero.org/google-docs/?vkqLfm
https://www.zotero.org/google-docs/?7CWXsx


17 
 

 

Mosquitos, por sua vez, demonstram menor estringência nas associações com 

microrganismos, sendo que a colonização de táxons bacterianos é influenciada por diversos 

fatores extrínsecos e de, forma geral, pode apresentar variações mais relacionadas ao tipo de 

habitat aquático em que suas larvas se desenvolvem e região geográfica que o mosquito é 

encontrado do que com a própria classificação taxonômica dos mosquitos em questão (Scolari et 

al., 2019; Wang et al., 2018). Por exemplo, as características químicas dos criadouros, como pH e 

presença de compostos depositados pela ação antropogênica, incluindo concentrações residuais 

de fertilizantes e até de antibióticos no sangue do qual mosquitos adultos se alimentam, causa 

alteração nos padrões de abundância de bactérias em larvas e adultos de diversas espécies 

culicídeos (Gendrin et al., 2015). Outros estudos demonstram que larvas submetidas a 

temperaturas mais altas apresentam maior colonização por gêneros bacterianos termo-tolerantes, 

como Bacillus e em uma menor taxa de sobrevivência (Onyango, 2020). Fatores intrínsecos ao 

hospedeiro também podem alterar a composição de seu microbioma, como capacidade 

imunológica, sexo, idade e até interações micro-ecológicas no intestino médio do vetor (David et 

al., 2016; Scolari et al., 2019). No entanto, estudos de larga escala em populações do vetor ainda 

precisam ser conduzidos para entender a sua contribuição para a alteração da paisagem do 

microbioma do intestino médio de mosquitos.  

Alguns gêneros bacterianos que são comumente associados a culicídeos incluem Asaia, 

Bacillus, Pseudomonas, Elizabethkingia e Chryseobacterium (Figura 2), sendo que a presença de 

alguns destes táxons são específicas de determinados sítios anatômicos, podendo sofrer alterações 

de acordo com a dieta. A ingestão de néctar pode, por exemplo, carrear microrganismos que são 

encontrados somente em seu papo - como os gêneros bacteriano Serratia spp. e leveduriforme 

Pichia spp. -  para o intestino médio, uma vez que substâncias açucaradas são estocadas neste 

órgão de reserva (Gusmão et al., 2010), diferentemente do repasto sanguíneo, que segue em seu 

trato digestório diretamente para o intestino. Apesar de procariotos serem o foco da maior parte 

dos trabalhos realizados na área, a contribuição de microrganismos eucarióticos no microbioma 

destes insetos vetores também parece ser significativa. Um exemplo em A. aegypti, é a interação 

direta com o fungo comensal Talaromyces sp., que ocasiona a inibição transcricional e enzimática 

de tripsina no intestino médio do mosquito, fator importante para a digestão de sangue. 

Recentemente observou-se que tal inibição resulta em aumento significativo da susceptibilidade a 

DENV em mosquitos, sem, no entanto, afetar a colonização por outros componentes microbianos 
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comensais (Angleró-Rodríguez et al., 2017). O aprofundamento do estudo de impactos como os 

mencionados na modulação do microbioma de A. aegypti causado pelo metabolismo de sangue se 

torna, portanto, de suma importância, sobretudo por conta da grande capacidade de 

aproveitamento para elucidar os mecanismos que governam a habilidade do vetor de transmitir 

arbovírus, ou capacidade vetorial, uma vez que tal característica se dá em função direta das 

interações do mosquito com seu microbioma. 

1.3. Balada de amor (e ódio) através das idades: O impacto da co-evolução vetor-

microrganismos. 

 Fatores macroecológicos como clima e atividade antropogênica atuam diretamente na 

densidade populacional de A. aegypti em ambientes urbanos, aumentando a transmissão de 

arbovírus. No entanto, fatores microecológicos, como a interação do mosquito e microrganismos 

associados, são cruciais para determinar a capacidade vetorial nestes hospedeiros artrópodes 

(Cansado-Utrilla et al., 2020). Além disso, o próprio vetor também monta respostas eficientes à 

infecções e todos estes fatores acarretam em um conjunto de ações e reações imunológicas, 

moleculares, e fisiológicas de ambas as partes (Lambrechts et al., 2009). Tal complexidade de 

interações interdomínios, no caso de A. aegypti, torna tanto os ambientes intra quanto extracelular 

dos mosquitos determinantes na seleção de vírus que serão transmitidos, o que acaba por originar 

um sistema tripartite coevolutivo mosquito - vírus - microbioma anfibionte (Lobo et al., 2009; 

Ramirez et al., 2012) 

Considerando que a carga viral é adquirida através da hematofagia, o primeiro sítio de 

estabelecimento de arbovírus no vetor é o intestino médio, que possui microrganismos residentes. 

É sabido que apenas uma pequena quantidade da carga viral adquirida por mosquitos via repasto 

sanguíneo é capaz de colonizar de fato o epitélio intestinal para prosseguir com seu ciclo 

replicativo e que interações com microrganismos simbiontes, comensais e entomopatogênicos são, 

em grande parte, responsáveis por isso. A produção de prodigiosinas, proteases e hemolisinas, 

além do sequestro de ferro por quelantes sideróforos e a mais recentemente explorada ativação 

cruzada da resposta imune estão entre os fatores microbianos no intestino médio de insetos 

vetores que mais afetam diretamente a proliferação de parasitas humanos (Azambuja et al., 2005). 

Estudos recentes em mosquitos Anopheles indicam que bactérias do gênero Asaia, simbiontes de 

diversos culicídeos, são responsáveis por regular positivamente a expressão de genes para os 
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peptídeos antimicrobianos (AMPs, do inglês Antimicrobial Peptides) Cecropina e Defensina 

(Cappelli et al., 2019) no mosquito. Tais AMPs são importantes efetores da resposta imune inata 

de insetos, conhecidos por induzir formação de poros na parede celular de bactérias, mas também 

por inibir a proliferação de oocistos de Plamosdium spp. (Vale et al., 2014), agentes etiológicos 

da malária em mamíferos. Esse tipo de regulação modulada por componentes da microbiota de 

culicídeos também está envolvida com outros efetores da imunidade inata, com participação de 

proteínas constitutivas celulares, como a Actina (Sandiford et al., 2015), essencial para respostas 

celulares de fagocitose. Fatores de transcrição do tipo GATA, que regulam a hematopoiese e 

diferenciação de células fagocíticas, também parecem ter importante papel, sendo regulados 

positivamente em Anopheles aquasalis em resposta à infecções por Plasmodium vivax e 

apresentando atividade antibacteriana na microbiota no vetor (Bahia et al., 2018). Outras espécies 

bacterianas como Chromobacterium sp., isoladas do intestino médio de A. aegypti selvagens, 

aparentam ter atividade entomopatogênica e, quando em biofilme, aumentaram 

significativamente a resistência dos mosquitos à infecção por DENV (Ramirez et al., 2014). No 

entanto, talvez um dos melhores exemplos da aplicação de bactérias para controle da transmissão 

de arboviroses seja o caso de Wolbachia pipientis em A. aegypti (Moreira et al., 2009). A 

introdução de linhagens deste endossimbionte no mosquito demonstrou ser eficaz e com alta taxa 

de dispersão nas populações naturais do vetor na Austrália, Ásia e Brasil (Hoffmann et al., 2011; 

Bliman et al., 2018), diminuindo a capacidade vetorial do mosquito de três formas: (i) reduzindo 

a expectativa de vida do vetor, não dando tempo para que a incubação viral seja efetiva para a 

colonização, (ii) induzindo mecanismos efetores constitutivos que podem afetar os pró-vírus e 

(iii) diminuindo a carga viral por exclusão competitiva direta (Moreira et al., 2009; Rancès et al., 

2012).  

Fungos também têm impacto direto no resultado da colonização dos arbovírus e na 

capacidade vetorial de mosquitos em transmiti-los para o hospedeiro vertebrado. Um exemplo é a 

infecção de Anopheles gambiae por Metarhizium anisopliae, um fungo entomopatogênico 

generalista que acarreta na diminuição de ciclos gonotróficos, o que reduz a população de 

mosquitos. O fungo também é responsável por interferir na habilidade de voo do mosquito e na 

distinção olfativa de alvos para a hematofagia, diminuindo a capacidade do mosquito de 

transmitir Plasmodium falciparum (Scholte et al., 2006). Paradoxalmente, a gravidade da 

infecção por outro fungo entomopatogênico, Beauveria bassiana, também parece provocar e ser 
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modulada por disbiose no microbioma intestinal de Anopheles stephensi, promovendo queda na 

expressão de AMPs, o que culmina na proliferação de bactérias e fungos oportunistas que atuam 

sinergisticamente com Beauveria, ocasionando a morte dos mosquitos (Wei et al., 2017), 

demonstrando mais uma vez a importância da comunidade microbiana e de sua interação direta 

com o mosquito, com arbovírus e entomopatógenos na capacidade vetorial de mosquitos. Tais 

infecções são tão bem sucedidas que vêm sendo utilizadas em formulações com os conídios 

fúngicos contra tais mosquitos (Bukhari et al., 2011). Foi demonstrado ainda que Edhazardia 

aedis, fungo microsporídio conhecido por colonizar populações de A. aegypti em longo prazo 

(Becnel e Johnson, 2000), pode promover um perfil de expressão de substâncias antimicrobianas 

semelhante àquele induzido pela infecção por DENV e CHIKV, sugerindo uma potencial resposta 

cruzada induzida pela infecção fúngica contra os arbovírus (Tchankouo-Nguetcheu et al., 2010; 

Duncan et al., 2012). 

A ativação de vias imunes parece ser, portanto, um dos principais mecanismos pelos quais 

a comunidade microbiana pode controlar a carga viral em vetores. Insetos, de forma geral, 

apresentam uma poderosa resposta imune inata, com alta conservação das vias de sinalização. 

Uma das vias melhor caracterizadas em D. melanogaster, organismo modelo para estudos 

imunológicos em Diptera, é a via dos receptores de reconhecimento de padrões (PRR) Toll. Esta 

via constitui uma resposta imunitária clássica contra padrões moleculares associados à patógenos 

(PAMP) de bactérias gram-positivas e fungos, levando à produção de AMPs. Outras vias 

importantes de resposta imune são a IMD, atuando principalmente contra bactérias gram-

negativas, além da resposta de melanização, montada principalmente contra infecções fúngicas 

filamentosas e de outros patógenos eucarióticos (Christensen et al., 2005; Blair e Olson, 2014; 

Wang et al., 2018). A indução dessas vias ocorre, muitas vezes, de forma inter-relacionada como 

resposta a patógenos com ciclos infectivos complexos intra e extracelular, como é o caso dos 

vírus. Não obstante, outras duas vias são relevantes nas respostas antivirais: JAK/STAT e RNA 

de interferência (RNAi). A via de JAK/STAT tem expressão de fatores de transcrição específicos 

para infecções por DENV em A. aegypti (Deddouche et al., 2008), enquanto a via de RNAi é 

presente em virtualmente todos os organismos celulares eucarióticos. Esta via se utiliza da 

endonuclease DICER para reduzir o tamanho de RNAs não codificantes de dupla fita (dsRNA), 

gerando pequenos RNA interferentes (siRNA) ou micro RNA (miRNA) que se associam com o 

complexo silenciador induzido por RNA (RISC, do inglês RNA-induced silencing complex) e 
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proteínas da família Argonauta (Ago) para reconhecer sequências cognatas, causando sua 

repressão (Olson e Blair, 2015). É, por conta disso, um conhecido mecanismo de regulação em 

genes housekeeping (Cerutti e Casas-Mollano, 2006). Hoje, é sabido que este representa o 

principal mecanismo de defesa em mosquitos contra arbovirus, por conta da função de reconhecer 

ácidos nucléicos exógenos presentes no citoplasma e promover a clivagem de RNA mensageiro 

(mRNA) viral (Sanchez-Vargas et al., 2004; Blair, 2011). O entendimento de todos estes fatores 

intrinsecamente relacionados é essencial não somente para elucidar como se dá a infecção de 

arbovírus em mosquitos, mas também ponderar como cada componente governa seu sucesso ou 

fracasso para que estratégias efetivas de controle de transmissão viral e/ou controle populacional 

do vetor sejam criadas (Cansado-Utrilla et al., 2020). Tal perspectiva se torna impulsionada pelo 

avanço da biologia computacional e de tecnologias de sequenciamento de comunidades 

microbianas inteiras, ou metagenomas, que representa uma metodologia altamente sensível para a 

prospecção e caracterização genômica de microrganismos promissores para lidar com o crescente 

arsenal patológico transmitido por A. aegypti. 

1.4. Revolução das máquinas: A era da (Meta)genômica na ecologia microbiana. 

Por muito tempo, a microbiologia convencional contou com técnicas dependentes de 

cultura para o estudo de microrganismos. Esta estratégia resultou em estudos pioneiros de 

descrição da microbiota humana e sua importância para a homeostase (Darwish et al., 1978; 

Tanner et al., 1984; Mombelli et al., 1987). No entanto, um problema conhecido deste tipo de 

método é a dificuldade de cultivo de microorganismos, gerando viés nas análises para organismos 

cultiváveis. Estudos sobre a diversidade microbiana ambiental mostram que a abundância 

estimada de espécies bacterianas em ambientes aquáticos ou no solo é extraordinariamente maior 

que aquela capturada por métodos dependentes de cultura. Além disso, a utilização destes 

métodos resulta em descrições sempre com os mesmos táxons ou relacionados, com pouca 

variabilidade composicional entre os ambientes estudados (Rappé e Giovannoni, 2003). O viés da 

capacidade de cultivo em laboratórios é um problema descrito há quase um século e conhecido 

como “a grande anomalia da contagem em placas”, observado por microbiologistas que 

estudavam a diversidade bacteriana em corpos d’água, onde a quantidade de microrganismos que 

de fato cresciam em cultura era muito menor do que a de diferentes morfologias observadas à luz 

do microscópio (Razumov, 1932; Staley e Konopka, 1985). A base para explicar tal fenômeno 
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pode estar nos mais diversos fatores intrínsecos e ambientais relacionados às peculiaridades 

metabólicas, fisiológicas e celulares de cada microrganismo, tais quais adaptação à 

heterogeneidade espacial e temporal, quimiotaxia e adesão a substratos específicos, resposta à 

stress ambiental, estados de dormência, impossibilidade de detecção em cultura devido a tamanho 

de ultra-micro-bactérias, oligotrofia e dependência de co-cultivo por conta de interações 

metabólicas, além da possível necessidade de quorum-sensing inter-específico (Overmann et al., 

2017).  

Os avanços da biologia molecular nos últimos 30 anos revolucionaram a área de estudos 

genômicos e microbiológicos, sendo a reação em cadeia da polimerase (PCR, do inglês 

polymerase chain reaction) um dos mais emblemáticos símbolos desta revolução, introduzindo o 

estudo da diversidade microbiana independente de cultivo, que futuramente iria dar origem à 

metagenômica. Este foi um importante passo para o desenvolvimento de metodologias de 

obtenção e análise de sequências que expandiu nosso conhecimento sobre comunidades 

microbianas com a possibilidade de isolamento do DNA e RNA de amostras ambientais, 

hospedeiros e de tecidos específicos. Um dos primeiros métodos de sequenciamento a ser 

largamente utilizado foi o método didesoxi ou método de terminação da cadeia (Sanger et al., 

1977). Por conta de sua futura implementação em plataformas automatizadas no fim da década de 

80, este permaneceu sendo o principal método de sequenciamento por cerca de 30 anos. No final 

da década de 90, com a crescente demanda na quantidade e rapidez de sequenciamento, dadas 

especialmente pela complexidade do Projeto Genoma Humano (Schuster, 2008), novas 

plataformas com alto desempenho e paralelização foram desenvolvidas. Nos anos 2000, essas 

plataformas incorporaram desenvolvimentos recentes na área da robótica, computação e 

nanotecnologia, permitindo sua automação completa e miniaturização, o que permite que um 

maior número de amostras seja sequenciado em menos tempo. Tais soluções promoveram 

também o desenvolvimento da genômica em todos os ramos da árvore da vida (Schuster, 2008). 

As novas plataformas de sequenciamento deram origem ao sequenciamento de nova geração 

(NGS, do inglês next generation sequencing), com destaque para as plataformas 454 (Roche) e 

Genome Analyzer (Illumina-Solexa), primeiras a serem comercializadas nos anos 2000. Com sua 

alta capacidade de geração de reads simultaneamente, essas plataformas permitiram que genomas 

completos de procariotos fossem sequenciados em poucos dias, enquanto métodos de 

sequenciamento baseados em sistemas capilares levariam meses ou até anos (Rivera e Izard, 
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2015). Além disso, as plataformas NGS utilizam bibliotecas de fragmentos de DNA sem a 

necessidade de clonagem, o que reduz também a possibilidade de viés na amostragem do 

sequenciamento (Mardis, 2008; Behjati e Tarpey, 2013). Para o emergente campo de estudo da 

metagenômica, esses avanços representaram um progresso na capacidade de geração e análise de 

dados de comunidades microbianas ambientais inteiras, dando origem ao que conhecemos hoje 

como microbiomas.  

Para que tais análises sejam feitas, no entanto, grandes e complexos conjuntos de dados 

precisam ser processados simultaneamente para melhor elucidar as dinâmicas da comunidade 

microbiana. As análises metagenômicas passam pela computação e classificação das sequências 

em filotipos, que é realizada de acordo com a similaridade entre os reads provenientes do 

sequenciamento massivo alinhados a bancos de dados de sequências (Hao et al., 2017). Análises 

quantitativas, relacionadas à ecologia da comunidade de microrganismos presentes no 

microbioma também são necessárias para a descrição e caracterização de sua diversidade. Os 

índices para cálculo da diversidade levam em consideração dois fatores principais: riqueza 

(richness) e equitabilidade (evenness). O número de diferentes filotipos observados em uma 

comunidade microbiana é definido como sua riqueza. O outro fator, equitabilidade, compara a 

uniformidade do tamanho populacional de cada espécie em uma amostra, ou seja, é uma medida 

da abundância relativa de espécies diferentes em uma comunidade, indicando se existem poucas 

espécies que são muito abundantes e outras que são muito raras, por exemplo. Estes fatores são 

comumente utilizados em índices descritos em estudos probabilísticos de distribuição, cada um 

com direcionamento teórico bem definido. O índice de Shannon-Weaver (Shannon, 1948), por 

exemplo, põe mais peso na variável riqueza, ainda que também considere a equitabilidade. O 

valor da diversidade 𝐻′ , com este índice, aumenta em função da proporção do número de 

indivíduos p e à medida que a abundância relativa de filotipos S se torna mais uniforme (Kim et 

al., 2017), sendo, portanto, expresso pela equação:  

𝐻′ = − ∑ 𝑝𝑖𝑆
𝑖=1 ln 𝑝𝑖  

Já o índice de reciprocidade de Simpson (Simpson, 1949) é mais sensível às espécies mais 

abundantes, sendo uma medida de dominância de táxons que descreve a probabilidade D de que 

https://www.zotero.org/google-docs/?DXAxo5
https://www.zotero.org/google-docs/?Agl25W
https://www.zotero.org/google-docs/?YrlNEG
https://www.zotero.org/google-docs/?eiXDVo
https://www.zotero.org/google-docs/?Cf9anA
https://www.zotero.org/google-docs/?Cf9anA
https://www.zotero.org/google-docs/?o7UzbY
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diferentes unidades (reads, no caso de sequências) amostrados ao acaso em uma comunidade com 

N táxons pertençam a determinado táxon n, da seguinte forma: 

𝐷 = 𝑁(𝑁 − 1)∑𝑛(𝑛 − 1) 

A diversidade observada de filotipos é também muito útil para a estimativa da diversidade 

total em uma amostra. O estimador de diversidade Chao1 (Chao, 1984; 1990; 2010) é um dos 

mais confiáveis para calcular a riqueza total esperada de filotipos 𝑆𝑝 , baseando-se na riqueza 

observada entre determinadas amostras 𝑎1 e 𝑎2 e atribuindo valor àqueles com menor abundância, 

ou seja, considerando a raridade de táxons não identificados 𝑆0 , portanto matematicamente 

representado como: 

𝑆𝑝 =  𝑆0 + 𝑎1(𝑎1 − 1)2(𝑎2 + 1)  

Tal quantificação de espécies observadas quando representada com interpolação em 

relação aos tamanhos amostrais, se apresenta como um assintótico de curva, ou seja, seus limites 

tendem ao infinito (Ma, 2018), o que pode ser utilizado para definir a contribuição da quantidade 

de reads  para a identificação de unidades taxonômicas. Ainda assim, da mesma forma que o raio 

de uma esfera é o índice de seu volume mas não o volume em si, os dois primeiros índices 

mencionados não representam a totalidade real da diversidade de uma comunidade, porquanto são 

entropias, dada a incerteza dos resultados do processo amostral (Jost, 2006). Por conta disto, estes 

índices são aplicados especificamente à escala de uma única comunidade microbiana e são, em 

conjunto, conhecidos por expressar a diversidade alfa. A observação da diversidade total de 

espécies em múltiplas amostras e comunidades pode ser definida como diversidade gama 

(Whittaker, 1972; Tuomisto, 2010). Uma outra medida de grande utilidade consiste na 

comparação da composição de comunidades microbianas diferentes. A variação da diversidade 

encontrada entre amostras é expressa pela diversidade beta e é baseada em índices de 

dissimilaridades ou matrizes de distância (Jaccard, 1912; Bray e Curtis, 1957), representando as 

diferenças quantitativas entre as comunidades comparadas, podendo levar em consideração além 

das medidas da relação entre diversidades alfa e gama, as relações filogenéticas entre os 

https://www.zotero.org/google-docs/?5tNxJH
https://www.zotero.org/google-docs/?fb26US
https://www.zotero.org/google-docs/?YQEHwq
https://www.zotero.org/google-docs/?PVtr6k
https://www.zotero.org/google-docs/?itTIZl
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componentes e sua proporção de ausência ou presença para as diferentes comunidades (Ferrier et 

al., 2007; Chiu et al., 2014). 

Todo o avanço tecnológico das plataformas de sequenciamento e seu consequente 

barateamento permitiu que a caracterização de comunidades microbianas fosse estendida para 

uma vasta gama de organismos, incluindo insetos vetores. Estudos anteriormente mencionados 

que se propuseram a descrever a microbiota e bacterioma de A. aegypti fornecem registros 

importantes sobre a comunidade microbiana em níveis taxonômicos de gênero e filo nestes 

vetores. Ainda assim, as metodologias de amplificação, ainda muito utilizadas nestes estudos, 

podem sub-representar OTUs (do inglês Operational Taxonomic Unit) menos abundantes nas 

comunidades (Ritz, 1998), ou mesmo não amplificar OTUs com sequências canônicas mais 

divergentes. Além disso, com o uso de oligonucleotídeos específicos para fragmentos de um 

único gene, como a subunidade 16S do rRNA, a representação taxonômica analisada não leva em 

consideração eucariotos, vírus e archaea, embora seja eficaz para a identificação de filotipos em 

nível de filos e gêneros bacterianos. Como alternativa a este padrão ouro de identificação 

taxonômica bacteriana, técnicas que visam o sequenciamento de regiões aleatórias provenientes 

de amostras de metagenomas completos foram desenvolvidas, com base na alta performance de 

plataformas NGS. A técnica de Whole Genome Shotgun (WGS) tende a apresentar resultados 

robustos, permitindo uma resolução dos filotipos mais sensível, em níveis taxonômicos mais 

profundos devido à amostragem de múltiplas regiões gênicas de um mesmo microrganismo, 

possibilitando também a análise em maior escala destas regiões e até de genomas inteiros. Essa 

possibilidade é importante para a descrição genômica de microrganismos que podem ter 

interferência direta em processos fisiológicos do hospedeiro, incluindo a capacidade vetorial de 

mosquitos vetores. Ademais, o uso de WGS na metagenômica também permite a agregação de 

evidências de perfis gênicos nas amostras que podem ser utilizados em análises de 

enriquecimento funcional de sua comunidade microbiana (Jovel et al., 2016; Hillmann et al., 

2018; Seol et al., 2019).  

Apesar das vantagens da utilização do WGS, sua aplicação para descrever o microbioma 

de insetos vetores, especialmente culicídeos, ainda é escassa (Scolari et al., 2019). O 

recentemente descrito  microbioma das moscas Chrysomya megacephala e Musca domestica 

(Junqueira et al., 2017) é um dos exemplos que se utiliza do alto poder de resolução taxonômica 

da metodologia de WGS para descrever espécies no microbioma de vetores. Em mosquitos, tal 

https://www.zotero.org/google-docs/?iXhLCV
https://www.zotero.org/google-docs/?iXhLCV
https://www.zotero.org/google-docs/?fUxu1j
https://www.zotero.org/google-docs/?Q6UMCp
https://www.zotero.org/google-docs/?Q6UMCp
https://www.zotero.org/google-docs/?Qt3i01
https://www.zotero.org/google-docs/?dk08he
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tecnologia já foi empregada para descrever o viroma de espécies de Culex e Anopheles, 

demonstrando alta sensibilidade para a caracterização taxonômica nestes sistemas (Xia et al., 

2018). Desta forma, o estudo sobre o microbioma do intestino médio em maior resolução 

metagenômica de outros vetores de arboviroses tropicais negligenciadas, especialmente A. 

aegypti, e sua modulação funcional em resposta a aspectos importantes da biologia do mosquito, 

como a hematofagia, ainda permanecem elusivos. Baseando-se nisto, nós hipotetizamos que 

mosquitos adultos de A. aegypti podem apresentar espécies microbianas simbióticas de interesse 

para o estudo genômico no microbioma de seu intestino médio e que o processo digestivo neste 

micro-habitat pode alterar sua composição, diversidade e funcionalidade, a depender de diferentes 

dietas. Desta forma, o intestino médio de fêmeas adultas de A. aegypti alimentadas com açúcar ou 

sangue foi analisado neste trabalho, utilizando-se a metodologia de WGS. A alteração do 

microbioma em intervalos de 12, 24 e 48 horas pós-alimentação foi acompanhada e comparada 

com o microbioma larval. Informações funcionais da comunidade microbiana foram inferidas a 

partir dos dados metagenômicos para enriquecer e reconstruir perfis funcionais associados com 

mosquitos adultos. Por fim, análises estatísticas e atribuições de significância foram empregadas 

em vários níveis taxonômicos de forma a comparar os perfis de diversidade e funcionais 

associados a cada grupo e definir as espécies microbianas associadas com cada dieta e períodos 

de tempo decorrido após a alimentação.   

https://www.zotero.org/google-docs/?LeXzOx
https://www.zotero.org/google-docs/?LeXzOx
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2. JUSTIFICATIVA 

 A atual situação de doenças tropicais negligenciadas põe em xeque a saúde de bilhões de 

pessoas globalmente. Febre amarela, Dengue, Zika, Chikungunya, dentre outras arboviroses, 

figuram entre elas e possuem algo em comum: seus agentes etiológicos são transmitidos em 

diversos continentes pelo mosquito A. aegypti (Diptera: Culicidae). A política de saúde pública 

para diminuição da ocorrência do número de casos destas viroses é realizada globalmente por 

meio do controle do inseto vetor, porém este controle é majoritariamente químico, ocasionando a 

seleção de resistência aos inseticidas em mosquitos. Além disso, o uso de inseticidas representa 

riscos à saúde humana e animal devido à sua toxicidade e bioacumulação no meio ambiente. O 

custo global anual estimado apenas para o tratamento de Dengue é em torno de US$ 9 bilhões, 

levantando suspeitas sobre o quão proibitivo o custo total para controle do vetor possa ser e 

tornando urgente o estudo para desenvolvimento de novos métodos sustentáveis para este fim. 

Microrganismos vêm demonstrando ser extremamente promissores neste sentido e estudos atuais 

apontam a relevância do microbioma do intestino médio na capacidade vetorial de mosquitos. 

Diversos gêneros microbianos já são conhecidos por estabelecer diferentes tipos de simbiose com 

estes vetores e causarem impactos não somente em seu fitness, como também metabolismo, 

fatores que estão intrinsecamente ligados à homeostase de insetos hematófagos. A importância do 

repasto sanguíneo nos padrões de composição do bacterioma do intestino médio de A. aegypti já 

foi demonstrada previamente com métodos baseados em cultura e análises de sequências da 

subunidade 16S do rRNA, que tendem a subestimar a diversidade ou resolução taxonômica de 

sua comunidade microbiana. Faz-se necessário, portanto, estudos que a caracterizem de forma 

mais integrativa, visando demonstrar padrões de colonização de potenciais simbiontes e o 

impacto desta composição microbiana a nível genômico nas interações com o holobionte. O 

presente trabalho faz uso de sequenciamento de nova geração aliado à metodologia de whole 

genome shotgun para descrever, em termos de composição e funcionalidade, os microbiomas do 

intestino médio de fêmeas adultas de A. aegypti alimentadas com açúcar ou sangue, suas 

alterações em 12, 24 e 48 horas após a alimentação e como estes podem ser comparados com o 

microbioma presente em larvas de 4º estágio. Este trabalho constitui o maior conjunto de dados 

metagenômicos já gerado para A. aegypti e pretende disponibilizar uma resolução taxonômica do 

microbioma em nível específico e em escala individual, com a perspectiva de gerar conhecimento 

para programas de controle de vetores mais efetivos.  
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3. OBJETIVOS 

3.1.  Objetivo geral 

Caracterizar o microbioma do intestino médio de fêmeas adultas submetidas a diferentes 

regimes alimentares, em diferentes horas pós-alimentação, e de larvas do 4º estágio de A. 

aegypti. 

 

3.2. Objetivos específicos 

● Avaliar a profundidade do sequenciamento de amostras e calcular curvas de rarefação 

com a riqueza de filotipos nos grupos amostrais; 

● Analisar a composição do microbioma de fêmeas adultas e larvas de A. aegypti; 

● Comparar os microbiomas dos diferentes grupos experimentais; 

● Determinar a diversidade alfa e beta da comunidade microbiana; 

● Caracterizar perfis funcionais microbianos; 

● Estabelecer o impacto de cada dieta e tempo de digestão nos microbiomas e espécies 

significativamente associadas com as diferentes dietas.  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Desenho experimental 

Visando comparar objetivamente a diversidade de comunidades microbianas relacionadas 

a alimentações distintas, fêmeas recém emergidas da espécie A. aegypti foram mantidas em 

laboratório com dois regimes alimentares diferentes. O primeiro grupo foi alimentado com 

sangue de mini porco da espécie Sus scrofa domesticus (AB) e o segundo grupo foi alimentado 

com solução de água destilada e sacarose (AS). Para cada regime alimentar, foram formados três 

subgrupos de dez indivíduos adultos, de acordo com o tempo decorrido após a alimentação: 12 h, 

24 h e 48 h. Adicionalmente, dez indivíduos no quarto estágio larval (grupo L4) também foram 

analisados, com o objetivo de observar a contribuição do microbioma da fase larval para o 

microbioma dos indivíduos adultos, ou seja, táxons que não devem estar relacionadas 

exclusivamente à alteração da dieta. Desta forma, um total de 7 grupos foram utilizados nas 

análises, totalizando 70 indivíduos para o grupo experimental (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Grupos experimentais de adultos e larvas de A. aegypti utilizados para as análises do microbioma. Total de 

amostras do grupo experimental = 70. 

 

Além dos grupos experimentais, quatro amostras foram utilizadas como controles 

positivos do experimento: (1) uma amostra de água que serviu de fonte para o criadouro das 

larvas (CLW), de forma para avaliar a contribuição do ambiente de criação das larvas em seu 

microbioma; (2) uma amostra da solução de água com açúcar (CWS); e (3) uma amostra de 

sangue de Sus scrofa domesticus (CB) que foi utilizada para alimentação do grupo experimental. 
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Três amostras que serviram como controle negativo também foram incluídas, contendo apenas os 

reagentes dos protocolos utilizados para a extração de DNA das amostras, sendo estes: (1) 

protocolo para extração de DNA de tecidos dos mosquitos (NCM); (2) protocolo para extração do 

DNA de sangue (NCB); e (3) protocolo de extração de DNA de amostras de água (NCW). Assim, 

um total de 77 amostras foram processadas, sequenciadas e analisadas com o mesmo fluxo de 

trabalho. 

4.2. Extração e sequenciamento de DNA. 

As amostras de fêmeas adultas foram separadas e seus intestinos médios foram dissecados 

com a ajuda de um estereoscópio e mantidos em 300 µl de tampão Phosphate Buffered Saline 

(PBS) 1X, pH 7.4 (Gibco – ThermoFisher). As amostras de intestino, bem como as larvas 

separadas da bandeja de criação foram, em seguida, maceradas com macerador elétrico (VWR 

International) e os homogeneizados foram utilizados para a extração de DNA total utilizando o 

protocolo para tecidos de insetos do kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen), seguindo-se as 

instruções do fabricante. A amostra de sangue de mini porco teve seu DNA total extraído com o 

mesmo kit, mas seguindo as instruções do protocolo específico para extração de sangue. As 

extrações de DNA das amostras de água foram realizadas seguindo o protocolo padrão do kit 

DNeasy PowerWater (Qiagen). Os controles negativos seguiram os respectivos protocolos, 

usando apenas os reagentes dos kits. A quantificação do DNA foi realizada por fluorimetria com 

o kit Qubit fluorescence assay (ThermoFisher) e a integridade do DNA foi avaliada em sistema 

Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies). O DNA total das amostras foi fragmentado com 

ultrassom utilizando o ultrasonicador Covaris S220 (Covaris Inc.) e os fragmentos foram 

selecionados por tamanho em um sistema de eletroforese Pippin Prep (Sage Science) com um 

cassete de agarose 2%. Os fragmentos de 300 a 450 pb coletados foram purificados com beads 

magnéticas Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter) e as bibliotecas foram construídas com o 

kit Illumina TruSeq, seguindo o protocolo do fabricante. Todas as bibliotecas foram indexadas 

com TruSeq DNA LT adapters (Illumina Inc.), permitindo que múltiplas amostras fossem 

sequenciadas simultaneamente na mesma flowcell. As bibliotecas foram quantificadas com 

Quant-iTTM Picogreen® (Invitrogen) e as concentrações finais foram validadas por qPCR, 

seguindo as instruções do kit KAPA SYBR® FAST qPCR (Kapa Biosystems). Quantidades 

equimolares (8-12 pM) de cada biblioteca indexada foram misturadas para sequenciamento 
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multiplex em plataforma HiSeq 2500 (Illumina Inc.) com um protocolo paired-end de 251 pb. As 

bibliotecas e o sequenciamento foram realizados no Singapore Centre for Environmental Life 

Sciences Engineering da Nanyang Technological University, em Singapura. 

4.3. Processamento dos dados sequenciados. 

 Os arquivos fastq gerados após o sequenciamento passaram por um processo de retirada 

de sequências adaptadoras e com baixa qualidade (trimming) utilizando o software cutadapt v. 

1.15 (Martin, 2011). Foi permitida tolerância máxima de 0.2 de taxa de erro para reconhecimento 

e retirada de adaptadores e um cutoff para a remoção das sequências de baixa qualidade, 

mantendo apenas os reads com Q > 20. O conjunto de sequências de alta qualidade foi submetida 

a mapeamentos contra o genoma completo de A. aegypti (nº de acesso GCA_002204515.1) 

utilizando os programas Bowtie 2 (Langmead and Salzberg, 2012)  com parâmetros seletivos para 

alta estringência (--very-sensitive) e SAMtools (Li et al., 2009). A fração remanescente 

de reads não alinhada ao genoma do mosquito seguiu, então, para as análises individuais do 

microbioma. Este procedimento permitiu a redução do tamanho final dos datasets a serem 

analisados e, portanto, dos recursos computacionais utilizados para as análises metagenômicas. 

Os datasets não-hospedeiro resultantes foram analisados com o programa RapSearch2 v. 2.15 

(Zhao et al., 2012), uma ferramenta que se utiliza de um alfabeto reduzido de aminoácidos e do 

método computacional de suffix array para identificação dos reads dos metagenomas analisados. 

Para isso, o arquivo fastq de cada amostra, com conteúdo nucleotídico, foi utilizado como input 

para o programa, que traduziu os reads em seis frames e os alinhou contra o banco de dados Non-

Redundant Protein Database (NR) do National Center for Biotechnology Information (NCBI). 

Todos os procedimentos descritos foram realizados previamente e originaram os conjuntos de 

dados analisados neste trabalho. 

4.4. Atribuição taxonômica e funcional. 

 Os resultados dos alinhamentos do RapSearch2 foram importados para o software 

MEGAN v. 6.18.8 (Huson et al., 2016). Este programa é uma suíte de aplicativos para análise e 

visualização comparativa de dados metagenômicos, permitindo o agrupamento dos reads em 

diferentes níveis taxonômicos. As atribuições de táxons foram realizadas com parâmetros estritos 

do algoritmo de Lowest Common Ancestor (LCA), levando em consideração o tamanho dos reads 

https://www.zotero.org/google-docs/?8tTM5F
https://www.zotero.org/google-docs/?j1tH3s
https://www.zotero.org/google-docs/?NStngW
https://www.zotero.org/google-docs/?9YoDx9
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para cada amostra com as seguintes configurações: Max Expected = 0.01, Top Percentage = 10.0, 

Min Support = 25, Min Complexity = 0.33, Paired Reads = On. O número de reads dos datasets 

foi, então, normalizado para aquele do dataset com menor número de reads das 70 amostras 

experimentais analisadas, representando, desta forma, a abundância relativa de táxons 

microbianos e permitindo a comparação entre amostras. Os gráficos para visualizações 

comparativas foram gerados para o nível taxonômico de domínios e espécies em escala 

quadrática, enquanto a análise comparativa para o nível de filos foi gerado em escala percentual. 

Adicionalmente, os perfis funcionais para os diferentes metagenomas foi realizado por meio da 

atribuição de genes identificados nos conjuntos metagenômicos a classes funcionais com 

enriquecimento via SEED hierarchy (Mitra et al., 2011). Os resultados foram plotados em 

heatmaps com escala em z-score e agrupados hierarquicamente por classes. A distribuição de 

classes funcionais foi calculada com a dissimilaridade de Bray-Curtis e redimensionada em três 

dimensões de componentes principais com a análise de principais componentes (PCoA, do inglês 

Principal Components Analysis). Para as análises de diversidade funcional, foi empregada uma 

ordenação de conjuntos difusos (FSO, do ingles Fuzzy Set Ordination) com dissimilaridades 

funcionais. 

4.5. Estimativas de diversidade da comunidade microbiana. 

 Para as análises de diversidade, o Simpson Reciprocal Index e o Shannon-Weaver Index 

foram gerados em uma tabela exportada do MEGAN 6, enquanto o chao1 Richness Estimator 

Index foi calculado com o pacote vegan v. 2.5-6 (Oksanen et al., 2019), utilizando o nível de 

espécies para táxons bacterianos, fúngicos e virais do banco de dados NCBI taxonomy e 

mostrados em box plots. Análises de variância (ANOVA) foram realizadas para cada método com 

1000 permutações e as significâncias par-a-par foram avaliadas com os testes post-hoc Tukey’s 

honest e Wilcoxon’s. Para mostrar a diversidade como função da profundidade de 

sequenciamento, curvas de rarefação foram computadas com funções do pacote iNEXT v. 2.0.20 

(Hsieh et al., 2016), utilizando parâmetros de interpolação e extrapolação para os números de 

diversidade de Hill (Hill, 1973). O cálculo do Escalonamento Multidimensional Não-Métrico 

(NMDS, abreviado do inglês Non-Metric Multidimensional Scaling) também foi realizado no 

pacote vegan, utilizando a dissimilaridade de Bray-Curtis e cálculo de elipsóides contendo 

intervalos de confiança a partir dos centróides de cada grupo experimental. Para interpretação 

https://www.zotero.org/google-docs/?UET5xP
https://www.zotero.org/google-docs/?QGDwsj
https://www.zotero.org/google-docs/?grokNA
https://www.zotero.org/google-docs/?N2fiio
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estatística dos resultados, análise de similaridades (ANOSIM) e análise multivariada com 

matrizes de distância (ADONIS) foram implementadas, ambas com 1000 permutações. Todas as 

visualizações foram geradas no pacote ggplot2 v. 3.3.0 (Wickham, 2016). 

4.6. Distribuição de espécies e redes de co-ocorrência. 

Regressões lineares diretas foram empregadas na dispersão de variáveis quantitativas, de 

forma a identificar a correlação da abundância relativa de espécies ou de índices de diversidade 

com as horas decorridas pós-alimentação. Para identificar espécies estatisticamente associadas 

com variáveis categóricas, como o tipo de dieta, nós utilizamos um modelo adaptado de Torondel 

e colaboradores (2016), que se utiliza de uma matriz de abundância dos filotipos e variáveis 

ambientais no formato phyloseq (McMurdie e Holmes, 2013), para o teste não paramétrico de 

Kruskal-Wallis (Kruskal e Wallis, 1952). Os p-values foram calculados para cada conjunto 

"filotipo - grupo experimentail" e corrigidos para testagem múltipla utilizando taxa de erro 

familywise, com sua significância baseada no threshold de 0.05. Estes foram, então, utilizados 

para ranquear espécies com o Random Forest Classifier, um método de machine learning não 

supervisionado, treinado com uma fração dos conjuntos de dados. O modelo consiste em um 

grande número de árvores de decisão, onde cada árvore prediz classes, ou associações de 

variáveis independentes (neste caso a abundância relativa de espécies) com variáveis dependentes 

(metadados associados aos metagenomas). As associações mais frequentemente preditas são 

aceitas pelo algoritmo baseando-se na medida de Mean Decrease in Accuracy (Breiman, 2001), 

que considera a perda de acurácia analítica do modelo na exclusão de cada componente.  

Para mapear a densidade probabilística das ordens bacterianas mais abundantes, foram 

estimadas suas densidades bivariadas de Kernel (Venables e Ripley, 2002) em função da média 

da distribuição de reads atribuídos a todas as outras ordens microbianas e suas relações são 

visualizadas tridimensionalmente em escala log10. Adicionalmente, redes de co-ocorrência foram 

estimadas baseadas na teoria dos grafos para o microbioma de mosquitos adultos com o intuito de 

analisar potenciais interações microbianas relacionadas a diferentes dietas e ao tempo decorrido 

após a alimentação. As redes foram geradas baseando-se em uma matriz de adjacência com 

threshold de significância 0.05 para cada associação microbiana com coeficiente bivariado de 

correlação de Pearson (Pearson, 1895) mínimo de r = 0.75. A atribuição de eixos foi 

automatizada com o módulo iGraph (Csardi et al., 2006), removendo todos os eixos nulos, ou 

https://www.zotero.org/google-docs/?KHgL8c
https://www.zotero.org/google-docs/?NzuG15
https://www.zotero.org/google-docs/?NzuG15
https://www.zotero.org/google-docs/?OMqSkq
https://www.zotero.org/google-docs/?w0u8ds
https://www.zotero.org/google-docs/?gqvJM2
https://www.zotero.org/google-docs/?GxW0nv
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seja, espécies sem correlações significativas, de forma a facilitar a visualização  no software 

Gephi (Bastian et al., 2009). Como input para essas análises, uma matriz de abundância baseada 

na presença de espécies em no mínimo 10% das amostras de cada grupo foi gerada, com um 

cutoff de 200 reads, removendo táxons raros. Todos os pacotes e programas mencionados nesta 

seção e anteriores foram adaptados ou escritos, gerando scripts customizados na linguagem de 

programação R v.3.6.3 (R Core Team, 2013).  

https://www.zotero.org/google-docs/?VsvAW7
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5. RESULTADOS 

5.1. Extração e sequenciamento. 

 Neste trabalho, foram gerados um total de 76 conjuntos de dados metagenômicos 

individuais, sendo 60 de fêmeas adultas de A. aegypti. Destas, 30 fêmeas foram alimentadas com 

sangue e 30 foram alimentadas com açúcar. Cada um destes grupos foi subdividido em amostras 

às 12, 24 e 48 horas pós a alimentação, incluindo dez indivíduos para cada subgrupo. Dez larvas 

de 4º estágio também foram analisadas, além de três controles dos grupos experimentais e três 

controles dos protocolos de extração de DNA.  

A quantidade de DNA extraído e de reads analisados por amostra que prosseguiram para 

as análises metagenômicas pode ser observada na Figura 3. Apesar da baixa quantidade de DNA 

extraída no intestino médio de cada indivíduo (em média: L4 = 0.599 ng/μl ± 0.121; AB = 0.783 

ng/μl ± 0.385; AS = 1.372 ng/μl ± 0.752), o sequenciamento foi eficaz para produzir quantidade 

suficiente de reads para as análises metagenômicas.  

 
Figura 3. Comparação entre a quantidade total de reads não atribuídos ao hospedeiro mosquito (non-host) obtidos 
para a atribuição taxonômica microbiana plotada à esquerda do eixo y e o rendimento de DNA total extraído, 
mostrado à direita do eixo y. As quantidades de ambos para cada amostra de mosquito são mostradas no eixo x e 
classificadas de acordo com seus grupos experimentais.  
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Um total de 3.296.465.146 reads foi gerado para todos os conjuntos de dados. Destes, 

1.462.363.474 reads (44,3%) foram classificados como reads não pertencentes ao hospedeiro 

(NH) após a remoção in silico das sequências genômicas do mosquito utilizando o programa 

Bowtie 2 para mapear os reads contra o genoma de referência de A. aegypti. As quantidades 

totais de reads analisados por grupo, antes e após o mapeamento contra o genoma de A. aegypti, 

além da quantidade de reads analisadas nas amostras dos controles dos protocolos e 

experimentais   podem ser observadas na Tabela 2.  

 
Tabela 2. Reads de alta qualidade (Q > 20) gerados no sequenciamento dos metagenomas por grupo experimental (n 
= 10). Reads não-hospedeiro (NH) correspondem à fração de reads que não foi alinhada ao genoma de referência de 
A. aegypti. Destes, apenas reads NH pareados (R1 + R2) seguiram para as análises metagenômicas.  
 

Grupo / Amostra 
Reads Illumina  

Q > 20 
Porcentagem de 

Reads NH 
Reads NH 

Reads NH 
pareados 

L4 425.359.404,000 90% 383.479.786,000 380.546.102,000 

AB.12 512.266.456,000 65% 334.582.030,000 314.281.426,000 

AB.24 479.706.728,000 52% 250.439.134,000 226.721.696,000 

AB.48 431.233.692,000 23% 101.205.370,000 63.179.642,000 

AS.12 450.335.184,000 22% 100.488.419,000 55.979.594,000 

AS.24 476.873.510,000 22% 106.143.206,000 61.237.070,000 

AS.48 434.510.550,000 23% 99.845.907,000 62.512.350,000 

CLW 45.564.024,000 - - - 

CB 39.235.200,000 - - - 

CWS 513.736,000 - - - 

NCM 207.524,000 - - - 

NCB 66.284,000 - - - 

NCW 592.854,000 - - - 

L4 – Estágio Larval 4; AB – Adultos alimentados com sangue; AS – Adultos alimentados com açúcar; 
CLW – Controle da água de larvas; CB – Controle de sangue; CWS – Controle de água com açúcar; 
NCM – Controle negativo de mosquitos; NCB – Controle negativo de sangue; NCW – Controle negativo de água. 
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Os reads pareados totais utilizados nas análises metagenômicas somam 1.250.637.502 

(em média: L4 = 38.054.610 ± 6.105.856 reads; AB = 20.139.425  ± 11.488.999 reads; AS = 

5.990.967 ± 624.586 reads), indicando uma alta razão de reads não-hospedeiro por DNA total 

obtido em amostras dos grupos de larva e adultos alimentados com sangue, especialmente às 12h 

e 24h. Isso se deve à profundidade de sequenciamento das bibliotecas pertencentes a estes grupos 

e significa que essas amostras obtiveram maior abundância absoluta pré-normalização de reads 

não-hospedeiro que foram efetivamente utilizados para as análises do microbioma, mesmo com 

uma menor quantidade de material nucléico extraído em relação aos outros grupos. Algumas das 

amostras pertencentes a estes grupos apresentam de 40 a 45 milhões de reads, tratando-se de uma 

quantidade alta após a remoção in silico de reads do hospedeiro.   

De uma forma geral, amostras dos grupos L4 e AB atingem um platô de rarefação em 

aproximadamente 400.000 reads, no qual o aumento no número de reads sequenciados não 

adiciona significativamente riqueza de gêneros e espécies microbianas identificadas nos 

conjuntos de metagenomas analisados (Figura 4A e 4B, respectivamente). Já as amostras do 

grupo AS atingem esta rarefação, de uma forma geral, com uma quantidade muito menor de 

reads, com aproximadamente 50.000 (Figura 4). Independentemente disto, a quantidade de reads 

de todas as amostras é suficientemente alta para identificação da riqueza dos metagenomas antes 

de atingir a saturação. 

 
 

 
Figura 4. Curvas de rarefação das amostras analisadas com o número normalizado de reads em relação à riqueza de 
gêneros (A) e espécies (B) microbianos identificados. A atribuição taxonômica baseou-se no banco NCBI taxonomy. 
Diferentes cores representam amostras pertencentes a diferentes grupos de dietas e estágios de desenvolvimento.  
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5.2. Mudanças de composição e diversidade microbiana em larvas e adultos. 

 A identificação de táxons por similaridade de sequências é uma estratégia empregada em 

ecologia microbiana com o objetivo de descrever a composição e diversidade da comunidade 

microbiana. Utilizando esta estratégia, nós proporcionamos, neste trabalho, uma análise 

metagenômica com resolução de filotipos em nível de espécie da composição microbiana 

presente em larvas e no intestino médio de mosquitos adultos submetidos a diferentes 

alimentações, de forma a observar a contribuição da colonização microbiana em larvas e das 

diferentes dietas para a composição do microbioma do intestino médio de adultos, possibilitando 

também a prospecção de genomas microbianos de interesse para o estudo de relações simbióticas 

com A. aegypti. 

 A análise da composição destes metagenomas com os conjuntos de dados normalizados 

mostra que os microbiomas de todos os grupos experimentais apresentam maior abundância 

relativa do domínio Bacteria (Figura 5A). Larvas demonstram uma prevalência de bactérias do 

filo Actinobacteria, com aproximadamente 100% de seu microbioma correspondendo a este táxon 

nas 10 amostras deste grupo (Figura 5B). Isso é explicado pela diversidade de espécies do gênero 

Microbacterium (3.403.719 reads e 65 espécies) detectadas nas larvas, o que provavelmente é um 

artefato da análise metagenômica (os reads foram dispersados em muitas espécies devido à 

similaridade de sequências, mas devem pertencer a uma ou poucas espécies dominantes nas 

larvas). Por conta disto, as espécies de Microbacterium foram agregadas em nível de gênero para 

facilitar as análises.  

O grupo experimental composto de fêmeas adultas às 12h e 24h pós-alimentação com 

sangue também apresentaram grande dominância de bactérias, porém com alta abundância do filo 

Proteobacteria (Figura 5B). Tal perfil taxonômico apresenta variação após 48h de repasto 

sanguíneo, com maior abundância relativa do filo Bacteroidetes, representado, em média, em 

85% pela espécie Elizabethkingia anophelis (340.158 reads; Figura 6). Neste grupo estão 

presentes também fungos do filo Ascomycota, como Aspergillus flavus e Metarhizium majus, 

com 12.508 e 10.260 reads, respectivamente (Figura 6). Isso torna a composição taxonômica 

deste grupo similar àquela presente no grupo de mosquitos alimentados com açúcar após 48h de 

alimentação (Figura 5B, Figura 6). A abundância individual de cada táxon microbiano em nível 

de gênero e espécie está detalhada na Figura 6. Um total de 802 espécies microbianas foi 

detectada nos metagenomas (em média: L4 = 301,5 ± 17.8; AB = 166.5 ± 93; AS = 18.5 ± 11).
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Figura 5. Perfis composicionais do microbioma de mosquitos ao longo de 48h após alimentação com diferentes dietas e em diferentes estágios de 
desenvolvimento. A) Composição do microbioma em nível taxonômico dos Superreinos Bacteria, Virus e Archaea e Reino Fungi (classificação de acordo com o 
NCBI), com a quantidade de reads atribuídos a cada táxon no eixo y, em escala quadrática. A abundância relativa dos táxons se refere ao número normalizado de 
reads.  B) Composição do microbioma de amostras individuais de mosquitos em nível taxonômico de filos microbianos. Abundância de reads está representada 
em escala percentual no eixo y, após a normalização do conjunto de dados. 
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Figura 6. Perfil de espécies microbianas identificadas em mosquitos adultos e em larvas utilizando-se o conjunto 
normalizado de reads para visualização da abundância relativa das espécies microbianas. As bolhas mostram a 
abundância de reads identificados de microrganismos, em escala quadrática, para cada amostra de intestino médio de 
mosquitos adultos ou larvas. Microbacterium spp. foram colapsados no nível taxonômico de gênero e mostrados em 
escala própria (+ 10x) para comparação entre grupos experimentais. 

  
 Poucas espécies microbianas observadas nos grupos experimentais foram detectadas nos 

controles positivos (Figura 7). A espécie Pseudomonas fluorescens (12.100 reads) foi 

identificada no controle de água com açúcar utilizado para alimentar mosquitos adultos. Nesta 

mesma amostra, Microbacterium sp. também pôde ser identificada, fato, no entanto, não 

observado na amostra de água destilada usada como fonte para o criadouro das larvas. Na 

amostra controle de sangue, a maior parte dos reads detectados pertencia a Sus scrofa, com 

colonização bacteriana quase nula, sendo Taterapox vírus (4.088 reads) um dos únicos 

microrganismos detectados nesta amostra, fato que provavelmente explica a sua detecção em 

todas as amostras de mosquitos adultos após 12h do repasto sanguíneo. Parte dos microrganismos 
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presentes nos controles negativos é conhecida por ser contaminante de reagentes de kits de 

extração de DNA, como Methylobacterium spp. (Salter, 2014), porém nenhum deles pôde ser 

observado nas amostras dos grupos experimentais (Figuras 6, 7). 

 

 
Figura 7. Espécies microbianas detectadas nos controles positivos e negativos correspondentes a cada grupo 
experimental de dieta ou estágio de desenvolvimento, ou dos kits de extração de DNA. As bolhas representam a 
abundância relativa de reads, em escala quadrática. Controles positivos referem-se às amostras CLW, CB e CWS, 
obtidas das fontes de água e alimentação respectivas aos grupos experimentais. Controles negativos referem-se às 
amostras NCM, NCB e NCW, obtidas dos reagentes utilizados nos respectivos kits de extração de DNA. 
 

De forma a quantificar as relações ecológicas destas comunidades microbianas, cálculos 

de diversidade com índices que expressam a riqueza, equitabilidade e singularidade destes 

microbiomas foram realizados (Figura 8). Com relação ao primeiro, observou-se que larvas 
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possuem uma abundância de táxons microbianos significativamente maior em comparação com 

outros grupos. No entanto, todos os táxons são espécies pertencentes ao gênero Microbacterium, 

diminuindo a equitabilidade de seus microbiomas, o que é reflet ido nos baixos índices de 

diversidade de Shannon e de Simpson para este estágio de desenvolvimento (Figura 8A). Tal fato 

demonstra novamente a pouca continuidade transestadial do microbioma da fase larval para a fase 

adulta nos indivíduos analisados, com grande diferença na composição e diversidade de espécies 

microbianas em larvas. Por conta disto, as análises comparativas posteriores dos microbiomas em 

diferentes dietas incluíram somente os grupos experimentais de mosquitos adultos.  

Nestes mosquitos, a distribuição da diversidade ocorre de maneira quase 

proporcionalmente inversa entre os grupos alimentados com sangue e açúcar: enquanto existe um 

pico de diversidade estatisticamente significativo em mosquitos após 12h de alimentação com 

açúcar (que é reduzida ao longo das 48h analisadas), o grupo dos mosquitos após as 12h de 

alimentação com sangue apresenta baixa diversidade alfa, como mostrado pelos índices de 

Shannon e Simpson. Esta baixa diversidade pode ser justificada principalmente devido à redução 

da equitabilidade de espécies, uma vez que a riqueza é relativamente alta, como observado no 

índice Chao1 (Figura 8A).  

Similarmente, os intervalos de confiança demonstrando agrupamento de amostras de 

acordo com seus respectivos grupos mostra que, relativamente à composição no nível taxonômico 

de espécies, o microbioma de grupo de mosquitos alimentados com açúcar após 12h e de sangue 

após 12h e 24h são pouco similares, enquanto não existe distinção com alta confiabilidade entre 

os grupos após 24h e 48h de alimentação com açúcar em relação ao grupo após 48h de 

alimentação sanguínea (Figura 8B). Portanto, os resultados obtidos com a análise da diversidade 

beta, que indica a dissimilaridade dos grupos experimentais avaliados, indicam que a dieta é a 

variável independente que melhor explica as diferenças em composição dos metagenomas e o 

tempo (em horas) decorrido após a alimentação é a segunda variável que melhor explica as 

diferenças observadas na composição dos microbiomas (Figura 8B).    
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Figura 8. Diversidade de espécies do microbioma de mosquitos. A) Boxplots com a distribuição do índice estimador de riqueza Chao1, bem como os as entropias 
de Shannon-Weaver e recíproca de Simpson entre os grupos experimentais. Teste ANOVA empregado para descrever a significância global das diferenças entre 
grupos e teste post-hoc Wilcoxon’s para identificar significâncias pairwise entre grupos. B) Escalonamento não métrico tridimensional das dissimilaridades de 
Bray-Curtis (stress = 0.07, model fit = 99%). As elipses representam intervalos de confiança das distâncias calculadas a partir dos centróides de cada grupo. Testes 
Adonis e ANOSIM foram empregados para descrever a contribuição de cada variável dependente na distribuição espacial das amostras. O tamanho das esferas e 
elipses é em função da perspectiva do observador no modelo espacial tridimensional, como mostrados pelos eixos x e y.  
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5.3. A comunidade microbiana de adultos suas espécies preditoras de diferentes dietas. 

 Microbiomas são compostos por complexas redes de interação entre seus componentes. 

Para inferir essas interações, foram utilizados padrões de co-ocorrência microbianos no intestino 

médio de mosquitos adultos (Figura 9). Mosquitos alimentados com açúcar apresentam 

quantidade menor de co-ocorrências microbianas significativamente correlacionadas, sendo 

possível distinguir seis clusters microbianos bem definidos (Figura 9A). A detecção de diversas 

bactérias do mesmo gênero, ou proximamente relacionadas, como Pseudomonas spp. e 

Elizabethkingia spp. nos clusters S4 e S5 (Figuras 9A), indica que as espécies com menor 

abundância relativa possivelmente pertencem a espécies detectadas do mesmo gênero, com maior 

abundância de reads, como P. fluorescens ou E. anophelis (Figura 6). Os clusters marcados com 

caracteres especiais (*, ◯ e #) são muito similares em composição entre os grupos experimentais 

de ambas as dietas (Figura 9), contendo espécies que são detectadas somente às 48h após a 

alimentação sanguínea, mas que aparentam ser bem distribuídas em todas as amostras de 

mosquitos alimentados com açúcar (Figura 6).       
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Figura 9. Rede de co-ocorrência representando a estrutura da comunidade microbiana de mosquitos adultos 
alimentados com açúcar (A) ou sangue (B) e suas possíveis interações. Vértices do grafo representam espécies 
microbianas e arestas, suas co-ocorrências, calculadas a partir do coeficiente de correlação de Pearson (r > 0.75; p < 
0.05) entre padrões de distribuição de reads em diferentes amostras pertencentes aos respectivos grupos 

experimentais. Clusters marcados com caracteres especiais (*,° e #)  apresentam similaridade na composição de suas 
espécies, com clusters identificados com os mesmos símbolos em ambos os grafos. 
 

 Os clusters com espécies compartilhadas apresentam fungos e bactérias conhecidos por 

suas interações anfibiontes com artrópodes, como os ascomicetos M. majus e A. flavus, presentes 

nos clusters S3 e B2, bem como a flavobactéria E. anophelis, presente nos clusters S5 e B1. O 

compartilhamento taxonômico da composição destes clusters entre as diferentes dietas é, no 

entanto, exceção. Há uma clara diferença dos padrões de co-ocorrência nos clusters no 

microbioma do intestino médio de mosquitos alimentados com açúcar (AS), com relação àqueles 

alimentados com sangue (AB) (Figuras 9). Por exemplo, os três clusters S1, S2 e S6 na Figura 9A 

contém espécies que são comumente encontradas em amostras ambientais e no solo, porém não 

são observadas em fêmeas adultas alimentadas com sangue. Da mesma forma, apenas no grupo 

experimental alimentado com sangue (AB) observa-se espécies microbianas que são usualmente 
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associadas ao microbioma de vertebrados (clusters B3 e B4), mas não parecem estar vindo 

diretamente do sangue, já que não são encontradas na amostra controle analisada (CB; Figuras 7 e 

9B). 

Uma parte desta riqueza de espécies consistentemente observada co-ocorrendo na 

comunidade microbiana pode ser utilizada como indicadora ou preditora da dieta a qual os 

mosquitos foram submetidos e das horas após sua alimentação (Figura 10). A Figura 10A mostra 

que a distribuição de táxons como Microbacterium sp. em mosquitos do grupo AS é significativa 

o suficiente para que esta seja considerada preditora do grupo, ainda que esteja presente em muito 

menor abundância quando comparada com larvas (Figura 6). Similarmente, P. fluorescens, A. 

flavus e M. majus possuem associações com os grupos de mosquitos AS.12 e. Por outro lado, o 

microbioma de mosquitos do grupo AB.12 é dominado pela presença de Raoultella 

ornithinolytica (169.307 reads), enquanto que Kluyvera intermedia (196.549 reads) é 

predominante na comunidade microbiana do grupo AB.24. Ambos os grupos compartilham a 

presença de Salmonella enterica, Enterobacter cloacae e outras espécies pertencentes à ordem 

Enterobacterales, que é a ordem microbiana dominante para esta dieta. Às 48h, 

independentemente da dieta à qual os mosquitos foram submetidos, a abundância relativa de E. 

anophelis (ordem Flavobacteriales) aumenta significativamente, tornando-a a espécie preditora 

dominante dos grupos de mosquitos adultos após 48h da alimentação (Figura 10A).      

Para comparar a relação entre ocorrências das classes Enterobacterales e Flavobacteriales, 

que são dominantes no intestino médio de mosquitos em diferentes tempos da digestão, nós 

mapeamos suas abundâncias relativas em relação à média de abundâncias relativas de outras 

ordens microbianas observadas e estimamos suas densidades multivariadas de Kernel (Figura 

10B). Ambas as ordens apresentam altos picos de densidade que se relacionam de maneira oposta 

aos maiores pico de densidade média observados para reads atribuídos a outras ordens presentes 

no intestino médio de mosquitos adultos. Isso significa que enquanto a abundância relativa de 

Flavobacteriales e Enterobacteriales for alta, a abundância relativa das outras ordens permanecerá 

baixa e vice-versa. Ainda assim, a densidade probabilística da ocorrência de Flavobacteriales tem 

maior variação na distribuição (Figura 10B). Por outro lado, a ocorrência da ordem 

Enterobacterales é representada apenas por um grande pico quando há baixas densidades de 

outras ordens microbianas, e vice-versa, indicando que a proliferação de enterobactérias parece 

ser mutuamente exclusiva com a ocorrência de outras ordens microbianas.
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Figura 10. Paisagem de composição microbiana no intestino médio de mosquitos adultos. A) Ocorrência de 22 espécies de microrganismos preditoras de estados 
digestivos. A espessura das fitas (ribbons) indica a abundância em número de reads em escala linear. Fitas ligam as espécies aos grupos experimentais de 
mosquitos, e são coloridas de acordo com as ordens taxonômicas. Os círculos externos correspondem ao grupo ao qual as espécies pertencem (Azul = AS, Roxo = 
AB). B) Estimativas de densidade bidimensional de Kernel, mostrando a ocorrência de reads identificados nas ordens Flavobacteriales ou Enterobacterales (eixo 
x) com a média de reads atribuídos a às outras ordens taxonômicas de microrganismos (eixo y), transformados na escala log10.
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5.4. O perfil funcional do microbioma de adultos é alterado de acordo com sua dieta. 

 De forma a analisar a composição e possíveis interações microbianas apresentadas 

anteriormente no contexto do holobionte A. aegypti, o perfil funcional do microbioma do 

intestino médio de fêmeas adultas foi inferido com a análise da representatividade, 

enriquecimento e agrupamento funcional de vias metabólicas do banco de dados SEED (Figura 

12). Os resultados indicam que, de maneira similar às análises de composição microbiana, os 

intestinos médios de mosquitos com 12h e 24h de alimentação com sangue apresentam diferentes 

perfis funcionais microbianos em relação aos outros grupos experimentais (Figura 11). De forma 

geral, a maioria das classes metabólicas e subsistemas de classificação funcional do banco SEED 

são observadas nos microbiomas analisados, com destaque para vias relacionadas à parede celular 

e ultraestrutura (49.395 reads) no grupo alimentado com sangue às 12h, além da via de 

metabolismo de nucleotídeos (44.694 reads), bem como resposta a stress (1.861 reads). Por outro 

lado, às 12h da alimentação com sangue, há menor abundância de genes relacionados a vias de 

motilidade e quimiotaxia (30.194 reads) que em outros grupos. O perfil funcional dos 

microbiomas do intestino médio após 48h decorridas da alimentação com sangue é similar ao 

perfil observado nos mosquitos alimentados com açúcar (12, 24 e 48h), sugerindo que não há 

uma representação funcional de vias metabólicas específicas nestes grupos. Ainda assim, cada um 

destes quatro grupos aparenta possuir uma leve variação entre si (Figura 11). 

Uma análise das coordenadas principais (PCoA) demonstrou que reads atribuídos às vias 

de metabolismo de carboidratos (209.958 reads), amino ácidos e derivativos (127.903 reads) e 

virulência (100.710 reads) tornam único o perfil funcional do microbioma do intestino médio de 

mosquitos do grupo experimental coletado após 12h e 24h do repasto sanguíneo (Figura 12A). 

Tal singularidade funcional apresenta forte correlação positiva quando comparada com a 

abundância relativa de Enterobacterales (Figura 12B). Especificamente, dentre as enterobactérias 

classificadas como preditoras de dieta sanguínea (ver Figura 10A), as espécies que apresentaram 

maior índice de correlação com a distribuição dos reads em tais vias foram Salmonella enterica, 

Kosakonia radicincitans, Klebsiella aerogenes e Kluyvera intermedia (28.351, 8.480, 2.863, 

196.549 reads, respectivamente) (Figura 12C).  
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Figura 11. Classificação funcional dos reads microbianos presentes no intestino médio de mosquitos adultos 
alimentados com diferentes dietas. O heatmap foi gerado com os valores de z-score por meio do enriquecimento de 
vias metabólicas de classes funcionais do SEED pathways nos metagenomas analisados, de forma a mostrar a 
diferença na abundância destas vias metabólicas, organizadas por agrupamento hierárquico.  

 
Por sua vez, a coordenada principal que melhor explica a variabilidade de vias 

metabólicas (PC1; 58,2%) apresenta correlação negativa com a abundância relativa de 

Enterobacterales (Figura 12D), indicando, portanto, que na presença de bactérias desta ordem há 

muito menos variabilidade funcional nas amostras analisadas, corroborando com os resultados 

obtidos na Figura 12A. Esta tendência também está presente na distribuição do número de vias 

metabólicas observadas, que é maior no intestino médio de mosquitos até as 24h após a 

alimentação com sangue (AB.12 e AB.24) e apresenta uma diminuição nos outros grupos (AB.48, 

AS.12, AS.24, AS.48; Figura 12E superior), em concordância com os perfis observados na Figura 

12. Entretanto, mesmo que esses dois grupos possuam maior número de vias SEED, a 

variabilidade funcional observada (Evar) é menor, pela concentração de muitos reads em poucas 

vias metabólicas (Figura 12E inferior), ou seja, vias que possuem menor equitabilidade em sua 

distribuição.   

A distribuição de reads atribuídos a Klebsiella aerogenes, Kluyvera intermedia, 

Kosakonia radicincitans e S. enterica, que são as espécies que apresentaram maior correlação 
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com a singularidade de vias metabólicas (Spearman Rho > 0.70, Figura 12C), é mostrada na 

Figura 13A. Também é mostrada, na Figura 13B, a comparação entre a distribuição de reads de 

Enterobacteria sensu latu, com a distribuição de reads atribuídos a cada uma das vias funcionais 

indicativas de tal singularidade, ou seja, Carboidratos, Virulência e Aminoácidos e Derivativos 

(ver Figura 12A). Por fim, suas distribuições também são comparadas com a classificação mais 

específica das vias SEED (uncollapsed, que são vias incluídas nas categorias funcionais mais 

gerais do SEED; Figura 13C). É possível observar um gradiente positivo na comparação da 

distribuição das três categorias funcionais analisadas em relação à distribuição de Enterobacteria 

sensu latu (Figura 13B), formando um modelo quase linear. Isso indica que de fato, quando há 

um aumento na abundância relativa de reads atribuídos a Enterobacteria, o mesmo acontece 

proporcionalmente com a abundância relativa de reads atribuídos a genes relacionados com vias 

SEED de metabolismo de carboidratos, aminoácidos e derivativos, além de virulência.        

Na Figura 13B também é possível observar uma distribuição de reads atribuídos a 

categorias funcionais SEED muito semelhante àquela mostrada pelas espécies de enterobactérias 

(Figura 13A), reforçando a associação entre a identificação funcional e taxonômica. As vias 

específicas - uncollapsed - observadas sob cada uma das três vias gerais do SEED possuem 

distribuições muito semelhantes, com pouca distinção de vias com maior abundância relativa de 

reads. No entanto, levando em consideração somente a classe de virulência, é possível observar a 

presença de diversas vias envolvidas com múltiplas resistências a antimicrobianos (Figura 13C), 

notoriamente a detecção de bombas de efluxo de múltipla resistência (12.324 reads) e a 

resistência a fluoroquinolonas (4.743 reads). Sob a classe de metabolismo de carboidratos, a 

maioria das vias são relacionadas com estocagem e utilização de açúcares, incluindo maltose e 

maltodextrina (9.527 reads) e utilização de serina no ciclo do glioxilato (15.409 reads). Sob a 

classe de aminoácidos e derivativos, são observadas vias relacionadas com o metabolismo de 

glicina e serina (10.368 reads), bem como biossíntese (16.643 reads) e degradação (12.018 

reads) de metionina.  
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Figura 12. Diversidade funcional no microbioma do intestino médio de mosquitos adultos. A) PCoA da dissimilaridade de Bray-Curtis (PC1 = 58,2% vs PC2 = 
18,2%) mostrando vias SEED responsáveis pela ordenação das amostras. Cores representam diferentes dietas e formas representam horas pós-alimentação. B) 
Fuzzy Set Ordination mostrando um modelo generalizado linear (GLM) entre a matriz de dissimilaridade de Bray-Curtis para classes e a abundância relativa de 
Enterobacterales. C) Ocorrência diferencial das espécies de Enterobacterales classificadas como preditoras da dieta de sangue (ver figura 9) em escala log-relativo 
e suas correlações com as dissimilaridades de vias SEED. D) Scatter plot com GLM mostrando a correlação entre a coordenada explanatória principal (PC1) e a 
abundância relativa de Enterobacterales. E) Boxplots mostrando a distribuição de vias metabólicas SEED observadas e seus índices de variabilidade (Evar) As 
medianas são ligadas por uma linha e as significâncias globais e par-a-par avaliadas, respectivamente com testes ANOVA e Wilcoxon.
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Figura 13. Distribuição da abundância relativa de reads atribuídos a vias metabólicas SEED altamente explanatórias 
e Enterobactérias. A) Spaghetti plot com as distribuições polinomiais de reads atribuídos a espécies altamente 
correlacionadas com a variabilidade de perfis funcionais. Essas distribuições são mostradas em escala quadrática no 
eixo y. B) Scatter plot mostrando a comparação entre as distribuições de reads atribuídos a Enterobactérias sensu 

latu e às classes de de aminoácidos e derivativos, carboidratos e virulência. C) Stacked line chart plotando a 
distribuição de reads de classes SEED uncollapsed, ou mais específicas, em escala quadrática.     
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6. DISCUSSÃO 

O estudo do microbioma do intestino médio de mosquitos A. aegypti é um campo 

promissor para descobertas no que diz respeito à fisiologia e metabolismo do hospedeiro e como 

estes aspectos de sua biologia são modulados em resposta aos microrganismos que o colonizam. 

Neste trabalho, nós demonstramos que as larvas de quarto estágio do mosquito apresentam uma 

comunidade microbiana significativamente diferente daquela de mosquitos adultos. Isso é dado 

pela colonização quase que exclusiva de bactérias do gênero Microbacterium. Este gênero 

pertence ao filo Actinobacteria e é composto por mais de 90 espécies que já foram isoladas de 

uma ampla diversidade de ambientes e hospedeiros (Corretto et al., 2020). Essas bactérias são 

interessantes para a bioprospecção, podendo ter aplicação biotecnológica na biorremediação de 

metais pesados (Heidari, Mazloomi e Sanaeizade, 2020) e até estabelecimento de relações 

endofíticas com plantas, promovendo seu crescimento (Cordovez et al., 2018). Em mosquitos, 

Microbacterium spp. já foram descritos na microbiota de larvas de A. aegypti, juntamente com 

outros táxons microbianos pertencentes principalmente ao filo Bacteroidetes (Coon et al., 2014), 

que não foram, no entanto, observados em nenhuma de nossas dez replicatas deste grupo. 

Nenhum dos grupos de mosquitos adultos (AB e AS) apresentou abundâncias 

comparáveis àquela observada em larvas de Microbacterium sp. (Figura 6), indicando que há 

pouca passagem transestadial deste gênero de bactérias ao longo do ciclo de vida do mosquito, ou 

seja, sua colonização é mais restrita ao estágio de desenvolvimento larval. Recentemente, o papel 

de Microbacterium sp. em larvas axênicas de A. aegypti foi avaliado e, dentre os 8 táxons 

bacterianas testados, este foi o único que não elevou as taxas de sobrevivência das larvas até o 

estágio adulto (Coon et al., 2014), sugerindo que tais actinobactérias não tenham uma 

colaboração relevante para o desenvolvimento e nutrição das larvas, uma vez que esta parece ser 

a principal associação entre estágios de desenvolvimento larvais e sua microbiota (Correa et al., 

2018). Ainda assim, sua colonização em A. aegypti parece ser relevante em outros aspectos, 

incluindo tipos de simbiose que antagonizam o estabelecimento de entomopatógenos fúngicos, 

como Metarhizium robertsii (Noskov et al., 2021). Tal perspectiva parece ser um caminho para 

explicar a ausência de outros táxons nos microbiomas das larvas que analisamos, especialmente 

levando em consideração a diminuição drástica da abundância relativa de Microbacterium sp. 

coincidindo com a detecção dos fungos entomopatogênicos M. majus e A. flavus no intestino 

médio de adultos alimentados com açúcar (Figuras 6 e 9). Este fato suscita a hipótese de possível 

https://www.zotero.org/google-docs/?sSzRHU
https://www.zotero.org/google-docs/?StnKuL
https://www.zotero.org/google-docs/?zs22FS
https://www.zotero.org/google-docs/?rfdCf8
https://www.zotero.org/google-docs/?QXlvns
https://www.zotero.org/google-docs/?QXlvns
https://www.zotero.org/google-docs/?JWL40Q
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ação antifúngica deste gênero bacteriano no desenvolvimento dos mosquitos e ressalta a natureza 

anfibiôntica de seu microbioma.  

Nos metagenomas correspondentes a mosquitos adultos analisados neste trabalho, os 

padrões tanto de composição quanto de diversidade são semelhantes para os grupos alimentados 

com açúcar ou com sangue às 48 horas após a alimentação (AS.48 e AB.48), não apresentando 

diferenças significativas (Figuras 5, 6 e 8). Além de ordens microbianas como Hypocreales, 

Eurotiales e Micrococcales, com representantes mencionados anteriormente, as ordens 

Pseudomonadales e Flavobacteriales também compõem parte da microbiota de mosquitos adultos, 

independentemente da dieta à qual estes foram submetidos. Gêneros bacterianos pertencentes a 

essas ordens já foram descritos previamente em outros trabalhos que investigaram o bacterioma 

do intestino médio de mosquitos (Dickson et al., 2018; Hegde et al., 2018). Apesar disto, é 

possível observar neste trabalho que, com exceção de Flavobacteriales, todas as ordens 

mencionadas estão presentes consistentemente em todos os indivíduos alimentados com açúcar, 

ficando abundantes, entretanto, somente após 48h decorridas do repasto sanguíneo. Levando em 

consideração que o tempo de processamento e digestão de sangue no intestino médio de 

mosquitos adultos leva em torno de 30h a 40h (Downe, 1975), a detecção destes microrganismos 

após este período indica uma possível modulação de sua capacidade de proliferação acarretada 

pelo metabolismo de sangue.  

Flavobacteriales, por sua vez representada, em média, em 85% por E. anophelis também 

apresenta este padrão de proliferação consistentemente, ou seja, em todos os indivíduos de 

mosquitos, após as 48h do repasto sanguíneo, ou seja, após a sua digestão, contrariamente ao que 

foi proposto por Chen e colaboradores (2015). Similarmente, E. anophelis só se torna abundante 

após 48h decorridas da alimentação com açúcar (Figura 6), ao contrário das demais espécies de 

microrganismos observadas no grupo de mosquitos adultos alimentados com açúcar. A detecção 

em alta abundância de reads de E. anophelis faz com que haja certa margem de confiabilidade na 

atribuição taxonômica do reads a esta bactéria, sendo esta sua primeira identificação molecular 

em nível de espécie no microbioma do intestino médio de A. aegypti. Entretanto, estudos de 

montagem genômica destes reads ainda precisam ser conduzidos para tornar possível sua efetiva 

identificação. E. anophelis é considerada simbionte de culicídeos, tendo sido isolada do intestino 

médio do vetor da malária, Anopheles gambiae (Kämpfer et al., 2011). Esta bactéria apresenta 

grande potencial de inibição da capacidade vetorial destes mosquitos, bloqueando a formação de 

https://www.zotero.org/google-docs/?nM2TQF
https://www.zotero.org/google-docs/?nM2TQF
https://www.zotero.org/google-docs/?nM2TQF
https://www.zotero.org/google-docs/?nM2TQF
https://www.zotero.org/google-docs/?nM2TQF
https://www.zotero.org/google-docs/?wWdY1e
https://www.zotero.org/google-docs/?NZsnrS
https://www.zotero.org/google-docs/?wwbN7k
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oocistos de Plasmodium spp. no intestino médio do vetor (Bahia et al., 2014). Mais recentemente, 

a ação de inibição da replicação do vírus Zika por E. anophelis também foi descrita no intestino 

médio do vetor de arboviroses Aedes albopictus (Onyango et al., 2020). Por outro lado, desde seu 

primeiro isolamento, E. anophelis vem sendo associada com surtos de bacteremia e meningite de 

alta mortalidade em todo o mundo (Chew et al., 2018; Lau et al., 2016, 2015; McTaggart et al., 

2019; Perrin et al., 2017; Reed et al., 2020) e a sua detecção em glândulas salivares e na própria 

saliva de A. albopictus suscita a hipótese de que este pode ser um patógeno humano transmitido 

mecânica ou biologicamente pelo vetor (Onyango et al., 2020). O emprego da metodologia de 

WGS já demonstrou ser bem sucedido na identificação de patógenos humanos não-

convencionalmente transmitidos por insetos vetores no microbioma das mosca Chrysomya 

megacephala (Junqueira et al., 2017) e o presente trabalho representa a primeira descrição de tal 

possibilidade em A. aegypti. 

Até as primeiras 24h após a alimentação, os padrões de distribuição da diversidade 

microbiana no intestino médio de mosquitos adultos foram modulados pelo tipo de dieta à qual os 

mosquitos foram submetidos, com alto suporte estatístico (Figura 8). Estes resultados corroboram 

com estudos anteriores que mostram que o repasto sanguíneo altera composições microbianas no 

intestino médio de A. aegypti (Gonzales et al., 2018), com especificidade de composições 

diferentes para repastos sanguíneos advindos de diferentes hospedeiros vertebrados (Muturi et al., 

2018). Neste trabalho, nós demonstramos que há um aumento brusco da abundância de 

enterobactérias no intestino médio de mosquitos alimentados com sangue. Aumento este que não 

parece ser causado pela aquisição de carga bacteriana advinda diretamente da fonte de 

alimentação sanguínea (Figuras 7, 10), indicando que esses microrganismos podem estar 

presentes no intestino médio dos mosquitos em pequenas populações, proliferando-se quando da 

presença de sangue no intestino médio dos mosquitos. Isto sugere uma relação importante entre o 

hospedeiro e seu microbioma no metabolismo de sangue. A  natureza anautógena, ou seja, a 

necessidade desta fonte específica de nutrientes para reprodução, é um dos processos centrais no 

ciclo de vida de A. aegypti e, sendo assim, o impacto da hematofagia para a o fitness fisiológico 

do mosquito já é bem estabelecido, mostrando como o tempo decorrido para realização do 

primeiro repasto sanguíneo após a ecdise para a fase adulta e a quantidade de sangue ingerida 

afetam a expectativa de vida e a taxa reprodutiva de fêmeas, assim como sua capacidade vetorial 

para o vírus Zika (Petersen et al., 2018). A influência de sua microbiota também já foi avaliada 

https://www.zotero.org/google-docs/?WsYxCe
https://www.zotero.org/google-docs/?Ykfx4y
https://www.zotero.org/google-docs/?O8zO8D
https://www.zotero.org/google-docs/?O8zO8D
https://www.zotero.org/google-docs/?yVk6Oz
https://www.zotero.org/google-docs/?bTpIVz
https://www.zotero.org/google-docs/?wajSbC
https://www.zotero.org/google-docs/?i8uGFn
https://www.zotero.org/google-docs/?i8uGFn
https://www.zotero.org/google-docs/?8PdYFK


56 
 

 

nos processos relacionados à digestão sanguínea e fertilidade, sendo constatado que fêmeas 

submetidas à antibioticoterapia de amplo espectro apresentam redução significativa de fertilidade, 

mesmo após o repasto sanguíneo em humanos. Ademais, a degradação de hemoglobinas é mais 

lenta nestas fêmeas, por conta da redução da abundância de bactérias beta-hemolíticas por 

excelência (Gaio et al., 2011; Alvarado et al., 2021), como é o caso de algumas das 

enterobactérias características do grupo alimentado com sangue observadas nos metagenomas 

analisados neste trabalho (Singh et al., 2004; Carter e Evans, 2005; de Campos et al., 2016).  

O repasto sanguíneo é uma refeição rica em substâncias pró-oxidantes, especialmente o 

grupamento Heme, obtido após a degradação de hemoglobina (Graça-Souza et al., 2006). A 

compensação deste consumo em nematóceros hematofágicos é feita com a regulação negativa da 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS, do inglês reactive oxygen species) pela enzima 

dual oxidase (Duox), principal produtor de radicais livres na membrana peritrófica do intestino 

médio (Oliveira et a., 2011). Tal regulação é intermediada pela PKC (protein kinase C) como 

uma forma de feedback negativo causado pela presença de Heme e hemoglobina, evitando 

estresse oxidativo no intestino médio de A. aegypti. Este parece ser o mecanismo que ocasiona a 

expansão significativa de sua microbiota, causando também o aumento da abundância relativa de 

bactérias após a ingestão de sangue em nossos experimentos (Figura 6), visto que o mesmo efeito 

de proliferação de microrganismos foi obtido quando do silenciamento por RNAi (RNA de 

interferência) da Duox (Oliveira et al., 2011). O entendimento destes mecanismos e suas 

especificidades com relação às enterobactérias beta-hemolíticas observadas, neste trabalho, no 

intestino médio de fêmeas alimentadas com sangue pode ser de suma importância para elucidar 

vias específicas que são moduladas por sua colonização e proliferação, possibilitando o estudo 

direcionado de potenciais alvos de ação microbiana para o controle reprodutivo e populacional do 

vetor. Todavia, ao contrário dos trabalhos mencionados anteriormente, que demonstram 

diminuição desta proliferação somente após 72h (Gonzales et al., 2018), nossos experimentos 

apontam para um retorno a padrões de colonização e diversidade microbianas “normais” no 

intestino médio de mosquitos adultos após 48h decorridas do repasto sanguíneo. Esta diferença 

pode ser explicada pela variabilidade de taxas metabólicas em populações diferentes de 

mosquitos ou por diferenças de detecção relacionadas à metodologia. Neste trabalho, foi utilizado 

um número alto de replicatas em cada grupo experimental e os mosquitos tiveram seus intestinos 

analisados separadamente, fato que possibilita a captação e observação de variações individuais. 

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=O74f9w
https://www.zotero.org/google-docs/?GH10gP
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Além disso, o número de sequências analisadas foi alto, compondo o maior conjunto 

metagenômico de dados já gerados para A. aegypti, o que possibilita uma maior amostragem de 

reads individuais e melhor suporte para identificação taxonômica microbiana. 

Além do perfil taxonômico, os perfis funcionais presentes nos microbiomas analisados 

também foram inferidos neste estudo, o que possibilitou a associação estatística e ordenação entre 

a distribuição de reads de enterobactérias e o aumento da detecção de genes relacionados com 

virulência e metabolismo de aminoácidos e carboidratos no intestino médio de mosquitos durante 

o processo de digestão de sangue (Figuras 11, 12). Estes resultados indicam que parte das 

alterações metabólicas e fisiológicas causadas pelo consumo de sangue em A. aegypti pode ser 

consequência da associação trófica do hospedeiro com essas bactérias, causando sua proliferação 

no intestino médio dos mosquitos. Tal descoberta representa uma novidade no estudo de 

metagenomas em A. aegypti e corrobora com trabalhos anteriores que utilizaram métodos 

transcriptômicos para descrever a associação primária do microbioma com a indução da 

expressão de genes relacionados com vias metabólicas e nutricionais (Hyde et al., 2020). 

Espécies de enterobactérias diferentes das que detectamos já foram relacionadas com o aumento 

da capacidade de ingestão de frutose em A. albopictus (Guégan et al., 2020), porém não de 

sangue, o que pode ser explicado pelo fato de que tais interações podem variar em vista da 

plasticidade de colonização microbiana no intestino médio do vetor, dados fatores extrínsecos 

como localização geográfica e microambientes aos quais os mosquitos são submetidos (Scolari et 

al., 2019). Ainda assim, é possível especular que enterobactérias podem estar relacionadas com os 

todos processos digestivos do hospedeiro mosquito in vivo, como a alimentação com néctar e 

repasto sanguíneo, ainda que pouco associadas com processos não naturais, tal qual a ingestão e 

aporte de sacarose, como demonstrado em nossas análises. Além disto, a detecção de genes 

microbianos envolvidos com vias de resposta à stress durante o período digestivo em mosquitos 

alimentados com sangue corrobora com a hipótese de que o repasto sanguíneo causa alterações 

fisiológicas relevantes no ambiente intestinal do mosquito, selecionando microrganismos que 

resistam a tais impactos, alterando, desta forma, a composição de seu microbioma. 

A presença de genes envolvidos com processos de virulência e sua correlação com o 

aumento da abundância relativa de enterobactérias como Klebisella aerogenes, Kosakonia 

radicincitans, Kluyvera intermedia e Salmonella enterica (Figuras 12, 13) não é surpresa, uma 

vez são microrganismos usualmente associados com casos de infecções oportunísticas e 
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alimentares em humanos (Migura-Garcia et al., 2017; Thele et al., 2017; Malek et al., 2019; 

Mertschnigg et al., 2020). No entanto, a presença de genes de resistência a antimicrobianos 

chama a atenção, principalmente aqueles relacionados com resistência à fluoroquinolonas, metais 

pesados e multirresistências (Figura 13). A detecção de microrganismos comensais resistentes a 

antimicrobianos já foi reportada no intestino médio de A. aegypti com técnicas dependentes de 

cultivo (Hyde et al., 2019), porém esta é a primeira evidência metagenômica de um possível 

resistoma associado à comunidade microbiana nestes vetores, gerando dados que possibilitem a 

futura caracterização genômica e anotação funcional destes genes nos microrganismos aqui 

descritos. Similarmente, o aumento de genes relacionados ao metabolismo de carboidratos, 

também associado com a proliferação de enterobactérias (Figura 13), pode indicar unicamente o 

aumento da demanda metabólica causada pelo aumento populacional destes microrganismos no 

intestino médio de A. aegypti. No entanto, estudos anteriores demonstraram que o consumo de 

dextrose (monômero de glucose) é o que mais aumenta a longevidade de mosquitos adultos, 

sendo que a maltodextrina polimerizada aparenta aumentar seu peso (Posidonio et al., 2021), 

indicando maior produção de células do corpo gorduroso. Genes relacionados tanto ao 

metabolismo destes sacarídeos como com sua incorporação em vias de respiração celular são 

enriquecidos nos metagenomas analisados neste trabalho (Figura 13), sugerindo que o aumento 

da população de enterobactérias pode representar um custo ou benefício metabólico para o 

hospedeiro A. aegypti. Por fim, o fato de que há uma proliferação coordenada com a digestão de 

sangue, ou seja, até aproximadamente as primeiras 24h após o repasto sanguíneo, indica que a 

abundância de enterobactérias e, por sua vez, a abundância de genes envolvidos no metabolismo, 

especialmente de aminoácidos, pode ter repercussão direta também no fitness reprodutivo do 

mosquito. Por exemplo, uma das vias presentes nos metagenomas dos mosquitos analisados é a 

de utilização de glicina e serina, que possui enzimas como a serina-hidroximetiltransferase 

(SHMT), essenciais para a digestão de sangue, processo inibido quando do seu silenciamento (Li 

et al., 2019). Tal silenciamento causou o surgimento de coágulos de sangue não digerido no 

intestino médio de fêmeas do mosquito, grande redução de sua capacidade de vôo e um fenótipo 

de sub-desenvolvimento de seus ovários, impossibilitando a oviposição (Li et al., 2019).  
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7. CONCLUSÃO 

Larvas apresentam comunidades microbianas únicas, com baixa diversidade em relação a 

mosqçuitos adultos e com presença de microrganismos que não parecem ser oriundos de seu 

ambiente aquático. O microbioma desta fase de desenvolvimento é quase totalmente dominado 

por Microbacterium spp. Mosquitos adultos, por sua vez, apresentam diversidade relativamente 

alta em seu microbioma, com certa herança transestadial de microrganismos do estado larval, 

porém sem colonização advinda diretamente da fonte de sua alimentação. Diferentes dietas 

impactam diretamente a composição da comunidade microbiana em adultos, que é modulada 

conforme o período digestivo analisado. O repasto sanguíneo reduz a diversidade de espécies 

microbianas quando comparados à alimentação com açúcar, com gêneros de enterobactérias 

significativamente associados aos períodos digestivos (12h a 24h). Esses microrganismos 

também são associados com a distribuição de vias metabólicas relacionadas com utilização de 

aminoácidos e carboidratos, inclusive com a presença de genes importantes envolvidos com 

ciclos reprodutivos do mosquito, indicando sua importância para o metabolismo de sangue no seu 

hospedeiro A. aegypti, fato que pode se provar valioso na busca de candidatos microbianos que 

alterem processos fisiológicos importantes e possibilitem a redução da densidade populacional do 

mosquito. Ambos os grupos de mosquitos adultos apresentam proliferação da flavobactéria 

simbionte de culicídeos e patogênica em humanos E. anophelis no período pós-digestão, sendo 

esta uma potencial componente de sua microbiota residente. Esta bactéria é considerada como 

candidata para o controle biológico da transmissão de arboviroses e  foi detectada pela primeira 

vez em A. aegypti neste trabalho. Em caso de confirmação de sua simbiose, esta espécie pode ser 

utilizada em programas de controle  da transmissão de arboviroses pelo vetor, bem como estudos 

epidemiológicos de sua potencial transmissão por mosquitos para humanos.  
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