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RESUMO

ROCHA, Vinicius Cordeiro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2023.
Morfologia da espermateca e intestino médio de Lutzia bigoti (Diptera;
Culicidae). Orientador: Gustavo Ferreira Martins.

Mosquitos (Diptera: Culicidae) tém um grande impacto na sociedade, sendo
perturbadores e transmissores de patdégenos. Estudar 6rgdos chave para a
reprodugdo, como a espermateca, e para digestdo e infecgdo do vetor, como o
intestino médio, é fundamental para a compreensao da biologia desses insetos e para
estabelecer métodos de controle. Nesse trabalho, abordamos a morfologia da
espermateca e intestino médio de Lutzia bigoti, uma espécie predadora na fase larval,
que habita regides de mata do continente americano. A espermateca nessa espécie
tem trés reservatérios, cada um envolvido por uma cuticula multilamelar, e conectado
a porcao inicial do trato reprodutivo da fémea por um ducto, também delimitado por
cuticula. O reservatério é revestido por células epiteliais achatadas, enquanto o ducto
€ revestido por células colunares. Células glandulares estdo reunidas, formando a
glandula espermatecal associada ao reservatério, proximo ao ponto de conexao ao
ducto. Além delas, ha células glandulares individuais associadas e espalhadas ao
longo do ducto. Ambas células glandulares liberam secre¢des no lumen do
reservatorio e do ducto por meio de um pequeno ducto celular. Tais secregdes sao
provavelmente importantes para a nutricdo e manutengcdo dos espermatozoides. O
intestino médio de Lt. bigoti é dividido em duas porgdes, anterior e posterior. O anterior
é fino e longo, tendo um lumen estreito, enquanto que o posterior € dilatado, com
[lumen amplo. As células digestivas sédo o tipo mais comum do intestino médio, tendo
um formato de cuboide a colunar, se organizando como um epitélio simples. Essas
células possuem microvilosidades na porgao apical e um conjunto de dobramentos de
membrana na porgao basal. Outrossim, sdo ricas em mitocéndrias, concentradas nas
porgdes apical e basal. Nas células digestivas do intestino médio posterior da fémea,
o reticulo endoplasmatico rugoso tem suas cisternas apresentando uma organizagao
concéntrica. Células basais também estdo presentes, apresentando um formato
fusiforme, sendo pobres em organelas. Ambos os érgaos estdo de acordo com o que

tem sido descrito para outras espécies de mosquitos hematofagos.



Palavras-chave: Mosquitos. Espermateca. Intestino médio.



ABSTRACT

ROCHA, Vinicius Cordeiro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2023.
Morphology of the spermatheca and midgut of Lutzia bigoti (Diptera; Culicidae).
Adviser: Gustavo Ferreira Martins.

Mosquitoes (Diptera: Culicidae) have a huge impact in society, being a considerable
nuisance and transmitting pathogens. Studying key organs for reproduction, like
spermatheca, and for digestion and vector infection, as the the midgut, is crucial in
order to understand the biology of these insects and to establish control methods. In
this study, we addressed the morphology of the spermatheca and midgut of Lutzia
bigoti, a predator species in its larval stage,that lives in forested areas in the American
continent. The spermatheca in this specie has three reservoirs, each one of them
surrounded by a multilayered cuticle and connected to the initial portion of the female’s
reproductive tract by a duct, which is also delimited by a cuticle. The reservoir is
covered by flattened epithelial cells, as for the duct, the cells have a columnar shape.
A group of glandular cells, forming the spermathecal gland, are associated with the
reservoir, being next to the point of attachment with the duct. Also, glandular cells
associated individually with the spermathecal duct are present throughout the structure.
Both types of glandular cells release their secretions inside the reservoir and duct
lumen through a cell ductile. Such secretions are likely important for nourishment and
maintenance of the spermatozoids. The midgut of Lt. bigoti is divided in two portions,
anterior and posterior midgut. The anterior is thin and long, having a narrow lumen, as
the posterior is wider, having an open lumen. The digestive cells are the most common
of the midgut, having a cuboidal to columnar shape and being organized as a single
epithelium. Such cells have microvilli in its apical portion and a set of membrane
foldings in its basal portion. Also, they are rich in mitochondria, distributed in an apical-
basal fashion. In the digestive cells of the posterior midgut of the female, the rough
endoplasmic reticulum have their lamellae concentrically shaped. Basal cells are also
found presenting a fusiform shape, being poor in organelles. Both organs are in line

with what have been described for other blood sucking mosquitoes.

Keywords: Mosquitoes. Spermatheca. Midgut.
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1. INTRODUCAO

1.1. Biologia e importancia dos mosquitos

Os mosquitos (Diptera: Culicidae) sao insetos holometabolos, isso €, seu ciclo
de vida se divide nas fases de ovo, larva, pupa e adulto. Os ovos, e as formas imaturas
(larvas e pupas) ficam na agua. Nesse ambiente, as larvas dos mosquitos se
alimentam de uma variedade de componentes, incluindo detritos, algas e
microrganismos, além de outros invertebrados, em algumas espécies (Becker et al.,
2010; Steffan & Evenhuis, 1981). Ja os mosquitos adultos se alimentam de néctar e
seiva vegetal. Além disso, na maioria das espécies, a fémea também se alimenta de
sangue (Becker et al., 2010).

Existem cerca de 3500 espécies descritas na familia Culicidae, separadas em
duas subfamilias: Anophelinae e Culicinae, sendo que a ultima contém a maioria das
espécies (Mullen & Durden, 2019). Esses insetos possuem ampla distribuicdo e
abundéancia no mundo, ausentes apenas em regides permanentemente congeladas
(Consoli & Oliveira, 1994; Becker et al., 2010).

O habito hematofago das fémeas adultas na maioria das espécies de mosquitos
€ a razao pela qual esses insetos possuem alta relevancia na saude publica. As
fémeas se alimentam do sangue de vertebrados, principalmente mamiferos e aves,
para a obtengao da fonte proteica para o desenvolvimento dos ovos. Porém, algumas
espécies, como Aedes aegypti e Culex pipiens, possuem fémeas autdégenas, o que
significa que podem realizar a primeira oviposigao sem terem adquirido sangue (Ariani
et al., 2015; Clements, 1963; Strickman & Fonseca, 2012). Devido ao comportamento
hemato6fago, os mosquitos podem atuar como vetores de diversos patdégenos que
afligem os seres humanos, além de outros vertebrados, causando um grande numero
de o6bitos, além de impactos econdmicos e sociais (Colmenares et al., 2022; Tolle,
2009).

Fémeas de mosquitos se tornam infectadas com o patégeno ao se alimentarem
do sangue de um individuo contaminado. O parasito, presente no sangue ingerido, na
porcao posterior do intestino médio, evade as enzimas digestivas do inseto, passa
pela matriz peritréfica, chegando ao epitélio do intestino médio posterior, onde se

multiplica. Em seguida, o patégeno pode passar pela lamina basal, chegando a
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hemolinfa, de onde pode alcancar e se replicar em outros tecidos, como corpo
gorduroso, tecido muscular e nervoso. Por fim, os patdégenos podem alcangar as
glandulas salivares (Fig 1). Ao chegar e se replicar nessas estruturas, o parasito faz
com que a fémea do mosquito possa ser capaz de infectar outros hospedeiros ao se
alimentar de seu sangue (Ruckert & Ebel, 2018). Dessa forma, é perceptivel que o
parasito encontra varias barreiras a sua proliferagdo no organismo vetor, sendo elas,
enzimas digestivas do vetor, matriz peritréfica, epitélio digestivo, membrana basal,
hemacitos da hemolinfa, glandulas salivares, etc. (Abraham & Lorena, 2004; Ruckert
& Ebel, 2018). As células em diferentes 6rgdos do vetor apresentam respostas
antivirais quando infectadas, por exemplo, por meio da ativagdo do sistema
complemento, morte celular programada (apoptose) e pelo uso de iRNA’s, que
apresentam uma resposta potente e especifica a infec¢ao viral (Chowdhury et al.,
2020; Ruckert & Ebel, 2018; Vaidyanathan & Scott, 2006).

Dentre os mosquitos vetores de patdgenos, destacam-se os géneros Aedes,
Anopheles e Culex. O Ae. aegypti possui alta capacidade de dispersdo e um
comportamento antropofilico, tendo o homem como o alvo preferido. As fémeas
podem colocar seus ovos em uma variedade de locais, naturais ou artificiais, que
contenham agua parada, comuns no ambiente urbano (Consoli & Oliveira, 1994). Os
mosquitos dessa espécie atuam como vetores de diversos virus, dentre eles os virus
da Dengue, da Zika e Febre Amarela (Kotsakiozi et al., 2017).

Algumas espécies do género Anopheles, como Anopheles gambiae e
Anopheles darlingii, s&o conhecidas por serem vetores dos protozoarios do género
Plamodium, causadores da Malaria, doenca responsavel por um alto numero de
enfermidades e mortes, principalmente na Africa (Coetzee et al., 2000; Sinka et al.,
2010). Mosquitos do género Culex também sao vetores de patdégenos, como o virus
da febre do Nilo e o nematédeo Wuchereria bancrofti (Calistri et al., 2010; Okorie &
Souza, 2016). A espécie Culex quinquefasciatus, o mosquito domeéstico tropical, &
muito presente nas cidades e habitagdes rurais da América do Sul, causando muita

perturbagao no periodo da noite (Consoli & Oliveira, 1994).
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Figura 1: Ciclo do patégeno no mosquito vetor, sendo ingerido no sangue infectado,
passando pelo intestino médio e chegando as glandulas salivares. O intestino médio

apresenta porgdes anterior e posterior. Adaptado de Ruckert & Ebel, 2018.

1.2. O género Lutzia

Os mosquitos do género Lutzia apresentam grande porte (Figs 2A a C), sendo
encontrados em diferentes continentes (Jin et al., 2006; Sousa et al., 2013). As larvas
desse género sao predadoras, se alimentando principalmente das larvas de outros
mosquitos (Jackson, 1953; Rajasekaran & Chowdiah, 1972). As larvas da espécie
Lutzia bigoti sdo notaveis predadores. Em laboratdrio, foi frequentemente observado
que uma larva se alimenta de cinco larvas de Ae. aegypti em até 12 horas. Em duas
ocasides, armadilhas dispostas no ambiente natural para a captura dos imaturos,
foram encontradas contendo apenas larvas de Lt bigoti, sugerindo uma eficiente
predacao no local (observagao pessoal). Tal fenébmeno também foi observado em Lt.
tigripes (Jackson, 1953). Apesar de ser uma espécie predadora, o canibalismo em Lt.
bigoti nao foi observado, pois em diversas ocasides no decorrer desse trabalho, foram
colocadas trés larvas em um mesmo recipiente com 150 mL de agua e larvas de Ae.

aegypti, ndo sendo observado canibalismo (observagao pessoal). O comportamento
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canibal € comum em alguns mosquitos com larvas predadoras, como os do género
Toxorhynchites (Donald et al., 2020).

Existem poucas informacdes sobre o comportamento de copula e postura em
Lutzia. Porém, foi descrito que as fémeas de Lt. bigoti podem colocar seus ovos em
ocos de arvores, além de variados recipientes artificiais (Moser et al., 2009). Nessa
mesma espécie, parece haver uma preferéncia das fémeas por aguas ricas em
matéria organica, que muitas vezes apresentam forte odor, para ovipositarem, devido
ao fato de que a maioria dos imaturos coletados ao longo desse trabalho foram
encontrados em armadilhnas com tais caracteristicas (observagao pessoal). Tal
comportamento pode ser explicado devido a uma maior abundancia de presas nesses
locais. Por exemplo, ja foi demonstrado que ha uma preferéncia por esses ambientes
para oviposicdo no mosquito doméstico noturno Cx. quinquefasciatus (Consoli &
Oliveira, 1994).

Quando descritos por Theobald em 1903, foi dado a Lutzia o status de género.
Porém, foi considerado como um subgénero de Culex em 1932. Outra mudanga
ocorreu em 2003, quando seu status de género foi restaurado por Tanaka (Theobald,
1903; Edwards, 1932; Tanaka, 2003). Porém, ainda hoje a posi¢gdo taxondmica de
Lutzia permanece incerta. Isso ocorre devido a conflitos entre analises morfologicas e
moleculares que apontam relagdes filogenéticas distintas em Culex (Kitching et al.,
2015; Sun et al., 2019). Com base em analises mais recentes utilizando comparagdes
de sequéncias de genes codificadores de proteinas do DNA mitocondrial de diferentes
espécies de Culex e Lutzia, foi apontado que Lutzia deve ser considerado como um
grupo monofilético e deve ser atribuido ao clado o status de género (Sun et al., 2019).
Ainda existem duvidas se o género Culex é de fato um grupo mondfilético, podendo
ser necessaria uma reclassificagdo nesse género (Harbach et al., 2012). Tal fato torna
ainda mais dificil posicionar Lutzia em relagéo a este grupo (Harbach et al., 2012).

No que se refere ao comportamento alimentar sanguineo, existem relatos de
que as fémeas de Lt. bigoti se alimentam principalmente em animais domésticos,
sendo raro em ser humano (Moser et al., 2009). Por outro lado, ha informagdes de
que esses mosquitos ndo sdo antropofilicos (Consoli & Oliveira, 1994). Além disso,
individuos de Lt. bigoti ndo apresentaram comportamento hematofagico em
laboratério, quando oferecidas diferentes fontes sanguineas, como sangue humano,

de ave (Gallus gallus) e bovino (Bos taurus). Foram feitas tentativas de alimentagao



12

durante o dia e noite (observagéo pessoal). Em Lt. fuscanus, o repasto sanguineo
ocorre principalmente em passaros (Bai et al., 1982).

E notavel que ha uma caréncia de informagées em relagdo ao comportamento
alimentar de Lutzia. Caso esses organismos se alimentem no ser humano, podem
atuar como vetores de patégenos. Por outro lado, se o ser humano néo for alvo desse
género, estes possuem um alto potencial como agentes de controle biolégico de

mosquitos vetores, dado o seu comportamento alimentar na fase larval.

Figura 2: Larva em 4° estagio (A), fémea (B) e macho (C) adultos de Lutzia bigoti.

1.3. A espermateca dos mosquitos

A espermateca é um 6rgao presente na fémea dos insetos, dentre outros
grupos de organismos, responsavel pelo armazenamento e manutencido dos
espermatozoides apds a coépula (Snodgrass, 1935). Esse o6rgao é de extrema
importancia para a reproducgdo, trazendo muitas vantagens para a fémea. Sua
existéncia faz com que seja possivel uma separagdo temporal entre coépula e
fertilizacdo dos ovos, pois os gametas podem ser mantidos viaveis na estrutura por
um tempo que vai de dias até anos, dependendo do grupo (Pascini & Martins, 2017).
Além disso, a espermateca possibilita uma redugéo no numero de copulas, o que leva

a uma economia de energia, pois a fémea é capaz de armazenar gametas suficientes
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para varias posturas em poucas copulas (Rueffler et al., 2006; Jones & Ratterman,
2009; Manier et al., 2010). Por fim, a espermateca torna possivel uma selegao sexual
pos copula, onde a fémea pode selecionar os gametas masculinos mais saudaveis
durante a migragao e estocagem (Gotoh et al., 2017).

A espermateca (Fig 3) € dividida em diferentes componentes com funcdes
especificas: reservatorio, ducto, células glandulares, células epiteliais e fibras
musculares (Pascini & Martins, 2017). A seguir essas partes serdo tratadas em

detalhes.

Figura 3: Esquema mostrando os componentes principais de uma espermateca de
Aedes aegypti. c: cuticula. D:ducto. dc: cuticula do ducto. dep: epitélio do ducto. DG:
célula glandular do ducto. DL: lumen do ducto. ep: epitélio. G: por¢ao glandular. L:
[lumen do reservatério. m: fibras musculares da espermateca. n: nucleo. spz:

espermatozoides. Pascini et.al, 2020.

1.3.1. O reservatoério da espermateca

O reservatério da espermateca é o local onde ficam armazenados os
espermatozoides apds a copula. O reservatoério apresenta um lumen, onde ficam os
gametas, que é delimitado por uma cuticula multilamelar. Nos mosquitos, o

reservatério apresenta um formato que vai do esférico ao oval (Dehghan et al., 2014;
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Shaw et al., 2014). Dentro da estrutura, os gametas ficam organizados em um arranjo
circular, em paralelo uns aos outros, de forma a maximizar a quantidade de
espermatozoides por reservatorio (Pascini et al., 2012). A cuticula possibilita um
isolamento e protecdo dos gametas de componentes da hemolinfa e do ambiente
externo, além de contribuir para o balango idnico e osmorregulagdo no lumen (Pascini
& Martins, 2017; Schoeters & Billen, 2000). A espessura da cuticula que delimita o
reservatorio parece variar entre os diferentes grupos de mosquitos, sendo mais
espessa em Anopheles aquasalis do que em Ae. aegypti (Pascini et al., 2013).

O numero de reservatoérios da espermateca em insetos varia dependendo do
grupo (Pascini & Martins, 2017). Essa variagao existe também dentro de Culicidae,
pois mosquitos dos géneros Anopheles, Uranotaenia e algumas espécies de Aedes
apresentam apenas um reservatério, enquanto a maioria dos culicideos apresentam
trés (Downes, 1968; Ndiaye et al., 1997). Nesses ultimos, a capacidade de estocagem
parece nao ser utilizada ao maximo, pois a terceira espermateca nado se encontra
cheia na maioria das fémeas inseminadas de Ae. aegypti e Ae. albopictus (Jones &
Wheeler, 1965; Olivia et al., 2013). Ainda em mosquitos com trés reservatorios,
existem diferencas no tamanho comparando-se diferentes reservatorios. Por exemplo,
em Ae. aegypti ha um reservatorio maior, o0 mediano, que apresenta em media 100
pum de diametro, enquanto os laterais possuem 75 ym em média (Pascini et al., 2012).
Em Culex pipiens, o reservatorio mediano é também maior que os laterais (Dehghan
et al., 2014).

O reservatério da espermateca apresenta células epiteliais externamente a
cuticula. Essas células apresentam um formato colunar, com dobramentos na porgao
basal e mitocdndrias abundantes em algumas espécies de insetos, como na vespa
social, Polistes erythrocephalus, e em parte do reservatorio na formiga Crematogaster
opuntiae. Tais caracteristicas sugerem uma fungdo de transporte de substancias
oriundas da hemolinfa para o lumen do reservatorio (Martins et al., 2008; Wheeler &
Krutzsch, 1994). Por outro lado, em mosquitos, como Ae. aegypti, as células epiteliais
apresentam um formato mais achatado, sendo fortemente aderidas umas as outras.
Em Ae. aegypti, as células epiteliais do reservatério possuem poucas organelas e
especializacbes sdo ausentes. Além disso, foi mostrado que essas células sao
negativas a reagdo de PAS, que detecta polissacarideos neutros. Sendo assim, a
provavel fungcdo dessas células € de isolar os gametas da hemolinfa e secretar a

cuticula, ndo participando do transporte de substancias entre reservatério e hemolinfa,
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como ocorre em outros grupos de insetos (Pascini et al.,, 2012). Em An. aquasalis, o
epitélio do reservatério apresenta células glandulares e células epiteliais longas e

irregulares (Pascini et al., 2013).

1.3.2. O ducto da espermateca

O ducto da espermateca é o meio de passagem dos espermatozoides da
porgao inicial do trato reprodutivo da fémea para o reservatorio, e vice-versa (Tombes
& Roppel, 1927). Em Ae. aegypti, o ducto do reservatério maior se conecta
diretamente a bolsa copulatéria, enquanto os ductos dos outros reservatérios se
fundem antes da conexdo (Clements & Potter, 1967). Existem variagdes no
comprimento dessa estrutura quando comparadas diferentes espécies de mosquitos.
Por exemplo, o ducto em An. aquasalis € mais curto, apresentando 142 ym de
comprimento, quando comparado ao de Ae. aegypti, com 265 pm (Jones & Wheeler,
1965; Pascini et al., 2013).

Assim como ocorre no reservatorio, ha uma cuticula que delimita o ducto da
espermateca, sendo esta continua a que delimita o reservatorio. Porém, a cuticula no
ducto ndo possui a estrutura lamelar encontrada no reservatério em mosquitos
(Clements & Potter, 1967). Em relagao a estrutura e composi¢cao da cuticula do ducto
em mosquitos, foi mostrado que em An. aquasalis, a cuticula do ducto se projeta em
direcdo ao lumen em alguns pontos de interrupgdo com a cuticula do reservatoério
(Pascini et al., 2013). Além disso, a cuticula do ducto nos mosquitos contém resilina,
que confere elasticidade a estrutura (Pascini & Martins, 2017). Tal elasticidade pode
ser importante para o enchimento rapido da espermateca, pois poderia permitir uma
dilatagao na estrutura, de forma a possibilitar a passagem de mais gametas (Degner
& Harrington, 2016).

Por fim, externamente a cuticula do ducto, esta presente uma camada de
células epiteliais colunares com nucleos evidentes, o epitélio do ducto. Esse epitélio
parece ter fungcdes que vao além da manutengao da cuticula em alguns grupos de
insetos. Por exemplo, nas abelhas do género Bombus, € provavel que as células
epiteliais do ducto liberem secre¢des em seu lUmen, que podem ser importantes para
o metabolismo dos gametas durante sua passagem pela estrutura (Schoeters & Billen,
2000). Além disso, foi sugerido que essas secrecdes podem facilitar a passagem dos

gametas pelo ducto, atuando como um lubrificante, em Zorotypus hubbardi (Dalai et
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al., 2012). Em An. aquasalis e Ae. aegypti, essas células possuem formato colunar,
com grandes nucleos. Nesses ultimos, foram identificadas membranas convolutas na
porcao voltada para a cuticula (Pascini et al., 2012; Pascini et al., 2013). Por fim, as
fungdes das células epiteliais do ducto em Culicidae ndo tém sido abordadas em
profundidade. Essas células provavelmente atuam na sintese e manutencdo da
cuticula do ducto (Clements & Potter, 1967). Outrossim, podem também estar
envolvidas em secregao de substancias no lumen, que atuam na protegdo dos
gametas contra patdégenos durante sua passagem no ducto, pois foi mostrada uma
abundancia de transcritos do inibidor serina protease KSPI nas células epiteliais do
ducto em Ae. aegypti (Pascini et al., 2020)

Células glandulares se conectam individualmente ao ducto por meio de
pequenos ductos, revestidos por cuticula bastante fina, langando secrecdes no lumen
do mesmo (Pascini et al., 2012; Pascini et al., 2013). O papel dessas secrec¢des ainda
nao foi completamente elucidado, porém, a expressao do inibidor serina protease
KSPI nas células glandulares do ducto da espermateca de Ae. aegypti também foi
detectada. Sendo assim, no ducto, as células glandulares, bem como as células
epiteliais, estdo envolvidas na atividade antimicrobiana (Pascini et al., 2020).

As fibras musculares associadas ao ducto, sdo importantes para o enchimento
e liberacdo de espermatozoides do reservatorio, pois podem atuar gerando
movimentos peristalticos no ducto, transportando os gametas (Degner & Harrington,
2016). Além disso, as fibras musculares do ducto podem gerar um vacuo na
espermateca devido a sua contracido, o que pode contribuir para o enchimento mais
rapido do reservatério, como sugerido para An. gambiae (Giglioli, 1963). Em Ae.
aegypti, as fibras musculares estao dispostas longitudinalmente em relagéo ao ducto,
sendo encontradas ao longo de todo o ducto (Clements & Potter, 1967; Pascini et al.,
2012). Em An. aquasalis, as fibras estao distribuidas ao longo do ducto em um arranjo
helicoidal (Pascini et al., 2013).

1.3.3. Células glandulares da espermateca

As secrecgOes liberadas pelas células glandulares da espermateca sao
essenciais na estocagem dos gametas, nutricdo e manutengdo da sua viabilidade
(Degner & Harrington, 2016; Pascini & Martins, 2017; Wolfner, 2011). Em fémeas

virgens e fertilizadas de Ae. aegypti, as células glandulares, bem como seus pequenos
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ductos (que fazem a conexao da mesma com o reservatorio) e o limen do reservatoério
da espermateca, se mostram positivos quando submetidos a reacdo de PAS, que
detecta polissacarideos neutros. Isso sugere a secre¢cao de agucares pelas células
glandulares no lumen do reservatério, que servem de fonte de energia para os
gametas (Pascini ef al., 2012). Nessa mesma espécie, foi detectada uma abundancia
de transcritos da enzima glicose desidrogenase (Gld) nas células glandulares da
espermateca de fémeas virgens, enzima envolvida no metabolismo de carboidratos
(Pascini et al., 2020). A presencga de polissacarideos na espermateca também foi
detectada em outros insetos (Batnaghar & Musgrave, 1970; Llango, 2005).

As secregdes liberadas no lumen do reservatorio podem também conter
componentes importantes para a manutengdo da viabilidade dos gametas. Por
exemplo, a heme peroxidase HPX 15, que tem a provavel fungcdo de proteger os
gametas contra estresse oxidativo em An. gambiae (Shaw et al., 2014). Outrossim,
genes correspondentes a enzimas antioxidantes sao altamente expressos nas células
glandulares da espermateca de rainhas de formigas da espécie Cremogaster
osakensis (Gotoh et al., 2017). Além disso, as células glandulares podem ter um papel
no balango osmoético e motilidade dos gametas no reservatoério, além da protegao
contra microrganismos detectados na espermateca de diferentes espécies de insetos
(Baer et al., 2009; Davilla et al., 2018; Pascini et al., 2020; Verma, 1972). E possivel
também que as células glandulares tenham um papel importante na entrada de
gametas na espermateca, pois foi demostrado que espermatozoides apresentam
quimiotaxia positiva em relagao a secregdes da espermateca em Anthonomus grandis
e Drosophila melanogaster (Grodner & Steffens, 1978; Schnakenberg et al., 2011).

Nos mosquitos, as células glandulares da espermateca séo grandes quando
comparadas as células epiteliais, possuindo nucleos com formato oval bem evidente
e com eucromatina abundante. Tais células podem ser divididas em dois grupos,
células associadas ao reservatério e células associadas ao ducto. As primeiras, se
encontram associadas ao reservatorio proximo ao ponto de conexao desse com o
ducto, em Ae. aegypti (Clements & Potter, 1967; Pascini et al., 2012). Ja em An.
aquasalis, estao distribuidas ao redor do reservatdrio (Pascini et al., 2013). Em relagéo
a aquelas associadas ao ducto, se inserem individualmente ao longo da estrutura
(Clements & Potter, 1967; Pascini et al., 2012; Pascini et al., 2013). Em An. aquasalis,
essas células estdo em maior numero na por¢gao mais préxima do reservatorio (Pascini

et al., 2013). As células glandulares apresentam microvilosidades em sua porgao
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apical, que se associam a por¢ao terminal de um pequeno ducto, delimitado por
cuticula, que por sua vez se comunica com o lumen do reservatério ou ducto da
espermateca. Em An. aquasalis, existem células epiteliais que flanqueiam o pequeno
ducto da célula glandular (Clements & Potter, 1967; Pascini et al., 2013).

O citoplasma das células glandulares dos mosquitos apresenta caracteristicas
tipicas de célula secretora. Essas células em Ae. aegypti possuem um conjunto de
organelas em seu citoplasma, quais sejam: reticulo endoplasmatico, complexo de
Golgi, numerosas mitocondrias e vesiculas. Na regido apical dessas células ha uma
abundancia de filamentos de actina e microvilosidades (Clements & Potter, 1967;
Pascini et al., 2012). Assim como em Ae. aegypti, ha uma abundancia de mitocondrias
e filamentos de actina na porcao apical das células glandulares em An. aquasalis.
Além disso, estdo presentes grandes estruturas de reserva no citoplasma, repletas de
componentes a serem liberados no lumen (Pascini et al., 2013). Em An. gambiae, as
células glandulares apresentam um reticulo endoplasmatico bem desenvolvido,
mitocéndrias extensivas e a presenca de corpos multilamelares e vesiculas (Shaw et
al., 2014). A abundancia de mitocéndrias, reticulo endoplasmatico, vesiculas e
citoesqueleto no citoplasma das células glandulares, bem como a presenga de
microvilosidades na porcdo apical, sdo caracteristicas de células com atividade
secretora (Clements & Potter, 1967; Pascini et al., 2012; Shaw et al., 2014).

1.4. O intestino médio dos mosquitos

1.4.1. Fungao e morfologia

O trato digestdrio em insetos € responsavel pela digestdo e absor¢do dos
alimentos, bem como pela excrecdo, esta Ultima ocorrendo em sua porgéo final. E
dividido em trés partes: intestino anterior, médio e posterior. As por¢gdes anterior e
posterior sdo de origem ectodérmica, possuindo um revestimento cuticular, que é
substituido a cada muda do inseto. Ja a por¢gdo média € de origem endodérmica, ndo
sendo revestida por cuticula (Simpson & Douglas, 2013).

O intestino anterior € composto pela boca, faringe, eséfago, papo e
proventriculo, sendo esse ultimo o ponto de encontro com o intestino médio. Ja o

intestino médio termina no piloro, onde se inicia o intestino posterior. No ponto de



19

encontro dessas duas porgdes, ha também a inser¢do dos tubulos de Malpighi,
estruturas que langam excretas, coletadas da hemolinfa, no lumen do intestino
posterior. Por fim, o intestino posterior € dividido em ileo, reto e anus (Simpson &
Douglas, 2013).

O intestino médio € onde ocorre a secre¢ao de enzimas digestivas e a absorgao
dos produtos da digestao (Nation, 2016). Essa estrutura apresenta um epitélio simples,
cujas células possuem formatos que vao do cubico ao colunar, apresentando borda
estriada em sua porgéo apical, ou seja, voltada para o lumen, e na sua base, estando
apoiadas em uma lamina basal. Externamente a lamina basal, estdo presentes fibras
musculares (Franz et al., 2015; Gullan & Cranston, 2014). Ao longo de todo o intestino
médio sdo encontradas traquéolas na porgao voltada para a hemolinfa e atuam nas
trocas gasosas (Okuda et al., 2002).

Nos mosquitos hematéfagos, o intestino médio € dividido em duas porgdes:
intestino médio anterior e intestino médio posterior (Fig 1). O intestino médio anterior
(IMA), majoritariamente localizado no térax, € estreito e alongado, ja o intestino médio
posterior (IMP), localizado no abdémen, é dilatado (Hecker, 1977; Okuda et al., 2002).
No mosquito ndo hematdfago Toxorhynchites theobaldi, pode-se ainda dividir o IMA
em duas porg¢des, devido a diferengas na morfologia geral da estrutura. Nessa espécie,
a por¢cao mais anterior do IMA apresenta dobras externamente, que nao sao
encontradas na porg¢ao posterior. Essa primeira porcdo com dobramentos € mais curta
quando comparada a segunda. Além disso, o IMP & mais curto em relagdo ao IMA
nessa espécie quando comparados aos mosquitos hematofagos (Godoy et al., 2015).

Machos e fémeas de mosquitos hematofagos apresentam diferengas no
intestino médio quando comparados, sendo essa estrutura nas fémeas bem mais
desenvolvida. Tal diferenga pode ser explicada pela ocorréncia da digestdo sanguinea
nas fémeas, enquanto nos machos a dieta consiste basicamente de agucares (Janeh
et al., 2017). Nos mosquitos ndo hematofagos ndo ha dimorfismo no 6rgéo, pois o
intestino médio de machos e fémeas de Tx. theobaldi ndao apresenta grandes
diferengas, sendo muito similar em estrutura geral ao encontrado em machos de
mosquitos hematéfagos (Godoy et al., 2015).

O IMA é responsavel pela digestdo e absor¢ao de agucares, enquanto o IMP
tem ainda a fungao de digerir proteinas, sendo o local em que ocorre a digestdo do
sangue em mosquitos hematéfagos (Hecker, 1977; Silva et al., 2019). O IMP tem sido

extensivamente estudado nos mosquitos hematdéfagos, pois € o primeiro ponto de
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contato entre o mosquito vetor e o parasito, sendo assim um ponto chave no ciclo do
patdgeno (Ayers et al., 2021). O patégeno, presente no sangue, passa pela matriz
peritrofica e invade as células do intestino médio posterior, podendo se replicar e
evadir tais células, chegando a outros 6rgéos do organismo vetor (Fig 1) (Zieller et al.,
2000).

1.4.2. Matriz peritrofica

O epitélio do intestino meédio sintetiza uma matriz extracelular constituida por
uma rede de quitina, proteinas e glicoproteinas que envolve o alimento, a chamada
matriz peritréfica (Gullan & Cranston, 2014). Em An. stephensi, granulos contendo
precursores da matriz peritrofica sdo visualizados na porcdo apical das células
digestivas do IMP, sendo liberados no lumen durante a alimentacao (Billingsley, 1990).

A respeito da fungao da matriz peritréfica em mosquitos, € provavel que esteja
envolvida na protecao do epitélio intestinal contra a abrasao dos alimentos (Billingsley,
1990; Stohler, 1961). A matriz peritréfica também atua na protegao do epitélio intestinal
contra componentes reativos presentes no alimento. Por exemplo, no mosquito Ae.
aegypti ocorre a ligagdo do grupo heme a componentes da matriz peritrofica. O grupo
heme é um componente toxico para os mosquitos, gerado apos a hidrolise da
hemoglobina do sangue (Pascoa et al., 2002). Além disso, a matriz pode atuar como
uma barreira contra patdégenos presentes no alimento, impedindo o contato desses
com o epitélio intestinal (Shao et al., 2001). Por fim, essa estrutura compartimentaliza
o processo de digestao, delimitando um espacgo endoperitrofico e ectoperitréfico, onde
diferentes processos digestivos, envolvendo diferentes enzimas, podem ocorrer. A
matriz peritréfica torna possivel a movimentacdo do conteudo em direcdes opostas
em ambos 0s espagos, 0 que reduz a perda de enzimas digestivas ao longo do
processo (Gullan & Cranston, 2014).

Nos insetos, podem ser encontrados dois tipos distintos de matriz peritréfica: a
do tipo 1, onde a matriz € sintetizada ao longo de todo o intestino médio pelas células
digestivas, e a do tipo 2, onde é produzida por um conjunto de células localizadas na
cardia (Shao et al., 2001). Nas larvas dos mosquitos, encontra-se a matriz peritréfica
do tipo 2, enquanto nos adultos esta presente a do tipo 1 (Nation, 2016). Os mosquitos
adultos sintetizam a matriz peritréfica apenas apés ingerirem dietas particuladas como
o sangue (Whiten et al., 2018).
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Além da matriz peritrofica, parece haver outros componentes associados as
células do intestino médio. Nos mosquitos Ae. aegypti, foi identificada uma rede
tubular membranosa associada as microvilosidades das células epiteliais do intestino
médio. Essa rede € formada por fibras, que também podem se apresentar entre as
microvilosidades. E provavel que esta rede ndo esteja relacionada com a matriz
peritréfica, pois pode ser identificada tanto em mosquitos alimentados quanto nao
alimentados, além de nao ser afetada por quitinases (Zieler et al., 2000). Tal rede
também foi identificada em outras espécies de mosquitos, como Anopheles aquasalis
e Cx. quinquefasciatus (Okuda et al., 2002; Silva et al., 2019). A provavel fungao dessa
estrutura em mosquitos hematoéfagos é a protecéo imediata do epitélio do intestino
médio dos componentes do sangue, enquanto a matriz peritréfica nao esta
completamente formada (Zieler et al., 2000). Ainda n&ao ha registros dessa estrutura

em mosquitos ndo hematdéfagos.

1.4.3. Tipos celulares

O intestino médio dos mosquitos possui apenas uma camada de células
ancoradas em uma lamina basal. A maioria das células possuem um formato colunar,
porém, essa forma pode se alterar. Por exemplo, quando o IMP fica cheio de sangue
apo6s uma refeicao, as células epiteliais assumem um formato mais achatado, voltando
ao normal quando o sangue ¢é digerido (Hecker, 1977).

Existem trés tipos de células encontradas no intestino médio de mosquitos, as

células digestivas, células enteroenddcrinas e células regenerativas.
1.4.3.1. Células digestivas

As células digestivas sdo as células mais abundantes do intestino médio dos
mosquitos, estao dispostas em um epitélio simples, com formato que vai do cubico ao
colunar, possuindo um nucleo com nucléolo evidente (Hecker, 1977; Weaver & Scott,
1990). A presenca do sangue no intestino médio faz com que o formato das células
digestivas se altere, assumindo um formato achatado, voltando ao seu estado normal
por volta do final do processo digestivo (Weaver & Scott, 1990). As células digestivas
sdo responsaveis pela secre¢cdo de enzimas que atuam na digestdo, bem como a

absorgdo de nutrientes (Billingsley, 1990). As células digestivas apresentam uma
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polaridade apical basal caracteristica. A sua porgao apical, voltada ao lumen do
intestino, possui microvilosidades, que atuam aumentando a superficie de contato
para secrecao e absorcao (Bertram & Bird, 1961; Nation, 2016). Ja a por¢ao basal,
ancorada a lamina basal, estando voltada para a hemolinfa, possui dobramentos de
membrana, o que é denominado de labirinto basal (Franz et al., 2015; Hecker, 1977).

As juncdes intercelulares nas células digestivas do intestino médio sé&o
fundamentais para a resisténcia e manutencao da estrutura geral do epitélio. O tipo
de juncao intercelular mais comumente observado sdo as jungdes continuas (zonula
continua), que geralmente se apresentam na regido apical do epitélio (Houk, 1977;
Okuda et al., 2002). Outros tipos de jungdes também sido encontrados entre essas
células, como as jungdes do tipo gap e desmossomos (Franz et al., 2015).

Uma célula digestiva possui um alto numero de mitocondrias em seu citoplasma,
tanto em mosquitos hematdéfagos quanto ndo hematéfagos (Godoy et al., 2015; Zieler
et al., 2000). Isso evidencia a alta necessidade energética nessas células. Tais
organelas sao distribuidas de maneira polarizada no citoplasma, havendo uma alta
concentracdo de mitocdndrias na regido apical, proximas as microvilosidades, e na
porcao basal (Hecker, 1977; Houk, 1977; Okuda et al., 2002). A presenga de um alto
namero de mitocéndrias nessas regides pode indicar uma necessidade de fornecer
energia as membranas apical e basal, que atuam no transporte de substancias para
dentro e fora da célula (Bertram & Bird, 1961). Em mosquitos hematd6fagos, a presenga
do sangue no intestino parece afetar as mitocondrias, pois em Culex tarsalis essas se
tornaram mais largas e com cristas mais convolutas apés a refeicdo sanguinea (Houk,
1977). Esse aumento de volume das mitocdndrias também foi descrito em Ae. aegypti
(Hecker et al., 1974). Quando comparado o volume ocupado por mitocéndrias na
célula entre as duas partes do intestino médio, foi mostrada uma maior densidade na
porgcao posterior em mosquitos dos géneros Culex e Anopheles (Hecker, 1977).

O reticulo endoplasmatico rugoso € uma organela bastante evidente nas
células digestivas. Tal estrutura se apresenta como lamelas concéntricas nas células
digestivas do intestino médio em fémeas de diferentes espécies de mosquitos nao
alimentadas com sangue (Okuda et al., 2005; Weaver & Scott, 1990; Zieler et al.,
2000). Em Ae. aegypti, a presenca de sangue no IMP faz com que essa organela sofra
modificacdes, assumindo formas mais complexas e ramificadas, ndo sendo observada
a estrutura em lamelas (Bertram & Bird, 1961). Em Cx. tarsalis, também ocorre uma

expansao do reticulo endoplasmatico, quatro horas apds a refeigdo sanguinea (Houk
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& Hardy, 1981). As mudangas estruturais nessa organela, provocadas pela presenga
de sangue, podem ser explicadas devido a necessidade de secre¢cdo de enzimas
digestivas por essas células (Okuda et al, 2005). De modo distinto, a presenca de
lamelas concéntricas de reticulo endoplasmatico foi identificada em Culiseta melanura
e Cx. tarsalis ap0s a refeicdo sanguinea (Houk, 1977; Weaver & Scott, 1990). Dessa
forma, é perceptivel que a relagao entre sangue e estrutura do reticulo endoplasmatico
ainda nao esta clara. Por fim, quando analisado o efeito da n&do alimentagdo com
sangue no intestino médio posterior em Ae. aegypti, foi mostrado que ocorre uma
reducao da densidade de membranas do reticulo endoplasmatico rugoso ao longo dos
dias, 0 que ocorre para mosquitos que receberam apenas a dieta agucarada ou nao
tiveram nenhuma fonte de alimento (Bauer et al., 1977).

Em relagdo ao reticulo rugoso das células digestivas do intestino médio nos
mosquitos ndo hematofagos, foi mostrado que essa organela € abundante nas células
digestivas do IMA1 e IMP de Tx. theobaldi, também apresentando a estrutura em
lamelas descrita para os mosquitos hematéfagos. Isso mostra que a refeicao
acucarada estimula uma intensa atividade secretora de proteinas nessa espécie
assim como a refeicdo sanguinea nos mosquitos hematofagos (Godoy et al., 2015).

O papel do complexo de Golgi das células do intestino médio na digestao tem
sido pouco discutido. Em relagdo as modificagdes nessa organela durante a refeigao
sanguinea, foi notado um aumento do volume das cisternas de Golgi bem como de
granulos associados cerca de 16 horas apds a refeicao sanguinea em Cx. tarsalis
(Houk & Hardy, 1981). Em Cs. melanura, ha uma redugdo da abundéancia de suas
cisternas quatro dias apods a refeicdo sanguinea (Weaver & Scott, 1990).

Outros componentes presentes em abundancia no citoplasma sao granulos de
secrecao, vesiculas, corpos lamelares, inclusdes lipidicas e granulos de glicogénio. A
relacédo entre essas estruturas e o processo de digestdo sanguinea no intestino medio
tem sido discutido. Em fémeas de An. darlingi ndo alimentadas com sangue, ha um
alto numero de granulos de secregao na porg¢ao apical das células digestivas. Porém,
a presencga do sangue no IMP faz com que esses granulos desapare¢gam nas primeiras
horas pds alimentagao, reaparecendo 24 horas apos a refei¢do, o que pode significar
uma preparagao das células para uma proxima refeicdo antes mesmo de terminar o
processo atual (Okuda et al., 2005). Estruturas na porgao apical também foram
encontradas nas fémeas de Cx. quinquefasciatus, 16 horas apds a refeicdo sanguinea,

sendo estes corpos multivesiculares e vesiculas abundantes (Okuda et al., 2002). Em
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fémeas de Cx. tarsalis e An. stephensi ndo alimentadas com sangue, foram
identificadas vesiculas ligadas ao reticulo rugoso nas células do IMP. E provavel que
tais vesiculas estivessem repletas de proteases, que seriam liberadas apods a refeigcao
sanguinea (Houk, 1977; Staubli et al., 1966). Inclusdes lipidicas vao surgindo no
citoplasma com o avango do processo digestivo, sendo apontadas na regido basal
das células digestivas, 48 horas apds a refeigdo sanguinea, em Cx. quinquefasciatus,
e em An. darlingi, 60 horas apés a alimentagao (Okuda et al., 2002; Okuda et al., 2005).
Por fim, depdsitos de glicogénio sdo encontrados no citoplasma em algumas espécies
de mosquitos, como Cx. quinquefasciatus (Okuda et al, 2002), atuando
provavelmente como um reservatorio de energia.

As estruturas supracitadas em mosquitos ndao hematéfagos foram abordadas
em Tx. theobaldi. Nessa espécie, foram encontrados no citoplasma vacuolos
autofagicos e corpos de inclusado, estruturas provavelmente envolvidas na reciclagem
de membranas. Além disso, ha um grande numero de corpos lamelares no citoplasma
das células digestivas dessa espécie, sendo sua fungdo desconhecida (Godoy et al.,
2015).

Existem poucos dados na literatura sobre os efeitos da dieta agucarada na
ultraestrutura do intestino médio e nas células digestivas, seja de mosquitos
hematofagos ou ndo. Como demonstrado, a maioria dos trabalhos focou em como o
sangue afeta essa estrutura e suas células. Porém, ja foi mostrado que a dieta
acucarada em Ae. aegypti ndo ocasiona grandes diferengas nas células digestivas
quando comparado com mosquitos n&o alimentados (Bauer et al., 1977).

Em relacdo as células digestivas no intestino médio nas larvas dos mosquitos,
essas também estdo dispostas em um epitélio simples, apresentando em seu apice
uma borda estriada, que é fina na porgao anterior do intestino médio e mais densa na
por¢cao posterior, € na sua por¢cao basal um evidente labirinto basal. Essas células
apresentam um formato achatado, cubico ou ainda colunar, a depender da porgao
analisada ou mesmo da espécie. Além disso, apresentam granulos de agucares
neutros em seu citoplasma e, na porgao anterior, numerosas vesiculas apicais (Godoy
et al., 2023).

A expresséo génica nas células digestivas do intestino médio dos mosquitos
tem sido abordada, principalmente a alteragcdo na abundancia de transcritos apos a
refeicdo sanguinea. Com a refeigdo sanguinea, ocorre um aumento na transcri¢gao de

enzimas digestivas, como serina endopeptidases, tripsinas, catepsinas, além de
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lipases e carboidrases (Bonizonni et al, 2011; Cui et al., 2020; Sanders et al., 2003).
Além disso, ha um aumento na expressao de genes envolvidos na secrecgao, sintese
de matriz peritréfica, transportadores de aminoacidos e acucares, dentre outros
(Bonizonni et al., 2011; Sanders et al., 2003). Por outro lado, foi apontada uma redugao
na expressao de genes envolvidos na reposta imune, o que favorece a infecgao do
vetor (Bonizonni et al., 2011). A infecgdo do mosquito vetor por patégenos também
leva a alteragdes na abundancia de transcritos nas células digestivas, que sao
determinantes para o prosseguimento ou ndo do ciclo do parasito. Por exemplo, em
Ae. aegypti, foi apontada uma reducdo nos transcritos envolvidos no metabolismo,
transporte e atividade antioxidante frente a infec¢cao por DENV (Bonizonni et al., 2012).
Nas células digestivas de An. gambiae infectadas por Plasmodium bergei, foi
detectado um aumento nos transcritos envolvidos na organizagcédo do citoesqueleto,
sendo a polimerizagdo de actina uma importante barreira no prosseguimento do ciclo
do parasito. Além disso, ocorre um aumento na expressao de inibidores de caspase
do tipo IAP, além de alteragbes variadas em transcritos envolvidos na resposta imune

inata e atividade antioxidante (Vlachou et al., 2005).

1.4.3.2. Células enteroendoécrinas

As células enteroenddcrinas se encontram distribuidas no intestino médio dos
mosquitos. Nos adultos do mosquito ndo hematdfago, Tx. theobaldi, as células
enteroendocrinas foram encontradas no fim da por¢ao anterior e por¢cédo posterior do
intestino médio, como um total estimado de 99 células em todo o érgéo (Godoy et al.,
2015). Em adultos de Ae. aegypti, estima-se que ha aproximadamente 500 células
enteroenddcrinas ao longo de todo o intestino médio (Brown et al., 1985). Nessa
espécie, essas células apresentam um formato conico, alcangcando ou n&o o lumen
do intestino médio, apresentando microvilosidades quando alcangam. Sob
microscopia de transmissao, essas células podem se apresentar como elétron-densas
ou elétron-lucentes, dependendo de seu conteudo citoplasmatico (Billingsley, 1990;
Brown et al., 1985). Existem diferengcas em relacdo a organizagdo das células
enteroendocrinas no intestino médio em larvas de mosquitos, pois em Tx. theolbadi
essas células formam aglomerados, ndo encontrados nas larvas de Ae. aegypti
(Godoy et al., 2023). A caracteristica mais marcante nas células enteroenddcrinas em

mosquitos € a presenga de granulos de secregdo, que liberam seu conteudo por
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exocitose (Brown et al., 1985; Godoy et al., 2015; Weaver & Scott, 1990). Em Ae.
aegypti, os granulos se encontram associados a membrana basolateral, podendo ser
densos ou apresentarem halos em sua periferia (Brown et al., 1985). Além disso,
essas células possuem um complexo de Golgi desenvolvido, numerosas vesiculas e
corpos lamelares em seu citoplasma (Billingsley, 1990).

A provavel fungdo das células enteroenddcrinas no intestino médio é a
secrecgao de hormdnios, que influenciam na atividade do préprio 6rgao, seja regulando
a secrecgao de enzimas pelas células digestivas, atuando na regulagédo de movimentos
peristalticos no intestino médio, ou ainda na diferenciacdo de células regenerativas
(Brown et al., 1985; Godoy et al., 2023; LaJeunesse et al., 2010). Podem ainda, por
meio da hemolinfa, chegar a outras estruturas do organismo do inseto e influenciar
sua atividade (Brown et al, 1985). Em Ae. aegypti, essas células liberam

componentes por exocitose no espaco intercelular do epitélio (Billingsley, 1990).

1.4.3.3. Células regenerativas

As células regenerativas sdo pequenas, sendo encontradas geralmente na
porcao basal do epitélio do intestino médio. Assim como as células enteroenddécrinas,
essas células se encontram distribuidas ao longo do intestino médio dos mosquitos
(Brown et al., 1985; Nation, 2016; Okuda et al., 2007). No intestino médio anterior de
larvas de Ae. aegypti e Tx. theobaldi, as células regenerativas apresentam
prolongamentos, além de um nucleo triangular, diferente do que ocorre em An.
gambiae, cujos prolongamentos sdo ausentes e os nucleos sao esféricos (Godoy et
al., 2023).

Essas células possuem a funcédo de se diferenciar em outras células quando
necessario. Sendo assim, atuam na reposicao de células velhas, perdidas por dano
ou perdidas devido a secregbes apdcrinas ou holdcrinas, sendo por isso, também
chamadas de células-tronco (Nation, 2016; Okuda et al., 2007). Além disso, as células
regenerativas sao essenciais na metamorfose em mosquitos, pois no decorrer da fase
de pupa em Ae. aegypti, se diferenciam em células digestivas e enteroenddcrinas,
renovando as ceélulas intestinais, degeneradas no processo de metamorfose
(Fernandes et al., 2014). Em Cx. quinquefasciatus, foi mostrado que as células
regenerativas se diferenciam em digestivas para repor as células perdidas por

apoptose durante a digestdo do sangue. Além disso, ha uma redugdo no numero de
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células regenerativas no intestino médio a cada refeicdo sanguinea (Okuda et al.,
2007). Em Ae. albopictus, foram identificadas células que apresentaram atividade
regenerativa frente a danos quimicos ou infecgbes microbianas no intestino médio
(Janeh et al., 2017).
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2. JUSTIFICATIVA

Os mosquitos sao insetos de grande significancia médica, devido ao fato de
atuarem como vetores de diversos parasitos que acometem o ser humano, como o
virus da Dengue e os protozoarios do género Plasmodium, causando um alto numero
de O&bitos, além de impactos econémicos e sociais. Estudar 6rgédos chave na
reprodugao, como a espermateca, e na digestdo sanguinea e infec¢éo do vetor, como
o intestino médio, é fundamental na compreensao da biologia desses insetos, servindo
de base para estudos que visam o controle desses organismos.

Os mosquitos da espécie Lt. bigoti sao predadores em sua fase larval. Na fase
adulta, o comportamento alimentar dessa espécie nao esta completamente elucidado,
em especial no tocante a alimentacdo sanguinea das fémeas, pois nao existem
evidéncias de que sdao hematdéfagas ou mesmo se atacam o ser humano. Caso as
fémeas de Lt. bigoti ndo se alimentem no ser humano ou animais domésticos, sendo
assim incapazes de atuarem como vetores, as larvas desses mosquitos apresentam
um grande potencial como agentes de controle bioldgico de mosquitos vetores. Sendo
assim, compreender a morfologia do intestino médio nessa espécie pode ajudar a
esclarecer as duvidas em relagao ao seu comportamento alimentar.

Nesse trabalho, sera abordada a morfologia e ultraestrutura da espermateca e

intestino médio de Lt. bigoti.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

Compreender a morfologia geral e ultraestrutura da espermateca e intestino

médio de Lt. bigoti.

3.2. Objetivos especificos

Quantificar e mensurar as espermatecas virgens de Lt. bigoti;

Descrever a morfologia geral da espermateca virgem de Lt. bigoti;

Relatar a organizagdo, morfologia e composigao interna dos diferentes tipos
celulares, tanto do reservat6rio quando do ducto da espermateca virgem em L.
bigoti;

Descrever a morfologia geral do intestino médio em machos e fémeas de Lt
bigoti;

Identificar os diferentes tipos de células e sua organizagao no intestino médio
de machos e fémeas de Lt. bigoti;

Abordar a ultraestrutura das células do intestino médio de machos e fémeas de
Lt. bigoti.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta e criagdo dos mosquitos

Imaturos de Lt. bigoti foram coletados de baldes com agua, dispostos na Mata
do Paraiso (latitudes de 20° 41°20”S 20° 49’ 35”S e longitudes de 42° 41°20” W e 42°
54’ 27" W), da Universidade Federal de Vigosa (Vigosa/MG/Brasil) (licenga do ICMBio
de numero 56917-2).

Os insetos foram levados ao insetario do Laboratério de Biologia Molecular de
Insetos, do Departamento de Biologia Geral (UFV). No local, estiveram sem controle
de temperatura ou de luz. As larvas foram acondicionadas individualmente em
recipientes com aproximadamente 150 mL de agua declorada, sendo alimentadas
diariamente com cinco larvas de Ae. aegypti (Linhagem PP-Campos, Campos dos
Goytacazes), criadas sob temperatura aproximada de 28 °C, fotoperiodo de 12 horas,
mantidas em bandejas plasticas com agua da torneira declorada e alimentadas com
racao de tartaruga (Reptolife). Ja as pupas foram colocadas em recipiente do mesmo
tipo e mantidas em gaiolas de plastico, para manutengcdo dos adultos apds a
emergéncia. Nessas gaiolas, foi oferecida aos adultos solugao de sacarose (10%) ad
libitum, embebida em algoddo. Os adultos foram mantidos nas gaiolas até
aproximadamente sete dias apds a emergéncia. O reconhecimento da espécie foi feito
devido a presencga de setas evidentes no palpo maxilar dos machos adultos e na
distribuicdo geografica de espécies do género Lutzia (Harbarch, 2014).

4.2. Microscopia eletréonica de varredura

Os adultos foram dissecados em tampao fosfato-salino (PBS), 0,1 M, sendo as
amostras (espermatecas e intestino médio) retiradas e fixadas em Zamboni. As
amostras foram desidratadas em séries crescentes de etanol (30 - 100%), sendo
mantidas em alcool 100%.

As amostras desidratadas foram secas em aparelho de ponto critico, Balzers
CPD 030. Em seguida, foram metalizadas utilizando metalizador, Quorum Q 150 R S.

As amostras foram analisadas e fotografadas no microscopio eletrénico de varredura,
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LEO 1430 VP do Nucleo de Microscopia e Microanalise da Universidade Federal de
Vicosa (NMM-UFV).

4.3. Microscopia 6ptica

Mosquitos adultos com aproximadamente sete dias foram dissecados em PBS,
0,1 M, pH 7.2, sob microscépio estereoscopio. As amostras foram retiradas e mantidas
em fixador Zamboni, por cerca de duas horas.

As amostras fixadas foram lavadas em solucdo PBS, sendo desidratadas em
séries crescentes de etanol (30-100%). Feito isso, foram incluidas em historesina
Leica (2-hidroxietil metacrilato) com catalisador, para polimerizagdo a vacuo por 48
horas.

As amostras polimerizadas foram seccionadas, utilizando micrétomo com
navalhas de vidro, Reichert Jung 2050, sendo obtidas sec¢bes com 5 pm de
espessura. Tais seccbes foram colocadas sobre lamina de vidro e coradas com
hematoxilina e eosina. As laminas foram montadas com meio de montagem,
Entellan™, e fotografadas utilizando microscépio de luz, Olympus BX53, do
Laboratdrio de Sistematica Molecular (BEAGLE), da Universidade Federal de Vigosa-
MG.

4.4. Microscopia eletronica de transmissao

Mosquitos foram dissecados em solugao tampao, cacodilato de sédio 0,1 M. As
amostras foram retiradas e fixadas em glutaraldeido (2,5%), por duas horas. As
amostras foram lavadas no mesmo tampéo e pos-fixadas em tetroxido de ésmio (1%),
durante duas horas, seguida por nova lavagem.

As amostras foram desidratadas em série crescente de etanol (70 - 100%). A
seguir, foram embebidas em uma mistura de etanol (100%) e resina, LR White,
(proporcéao 1:1), por 24 horas. Apos, foram mantidas em resina, LR White, pura, por
24 horas. As amostras foram acondicionadas em capsulas de gelatina, que foram
preenchidas com resina, LR White para polimerizagao em estufa (60°C), por 72 horas.

Apos a polimerizagao, as amostras foram secionadas em ultramicrétomo, RMC
Power Tome-X com lamina de diamante, para a obtencéo de cortes ultrafinos. Esses

cortes foram contrastados com acetato de uranila (2%) e citrato de chumbo (0,2 %).
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Por fim, foram visualizados em microscopio eletrénico de transmisséao, Zeiss EM 109,
do NMM-UFV.
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5. RESULTADOS

5.1. Espermateca

As fémeas da espécie Lt. bigoti possuem espermatecas com trés reservatorios
(Fig 4A). O formato dos reservatérios pode variar de esférico a oval. O reservatorio
mediano tem 130 ym (133 £ 5 ym, n = 7) de didmetro. Os dois reservatorios laterais
tém 110 um (106 = 7 ym, n = 14) de didmetro. Cada reservatoério esta associado ao
seu respectivo ducto e glandula espermatecal. A glandula esta associada a parede
do reservatério, proxima ao ponto de encontro entre ele e o ducto (Figs 4A e 4C).

O reservatorio espermatecal é circundado por uma cuticula multilamelar, que
delimita seu lumen. As lamelas internas da cuticula sdo mais elétron densas quando
comparadas as externas (Figs 6A e D). A porcao interna da cuticula do reservatério
apresenta pequenas perfuragdes em sua porgéo proxima ao encontro com o ducto,
quando visualizada por microscopia eletronica de varredura (Figs 4E e F). Além disso,
ocorre a presenca de um material floculento associado a algumas dessas estruturas
(Fig 4F).

Externamente ao reservatério, esta presente um epitélio simples pavimentoso,
com cerca de 1,4 um de altura (Figs 5B e 6D). Os nucleos das células nessa estrutura
apresentam um formato achatado. As células epiteliais estdo maiores, com cerca de
2,7 ym de altura e com nucleos esféricos em alguns pontos do reservatério (Fig 5B).

Algumas dezenas de células glandulares estdo associadas ao reservatério da
espermateca, proximo ao ponto de encontro com o ducto, formando a glandula do
reservatorio. Essas células, que chegam a 10,5 ym de altura, possuem um nucleo
grande e oval, com cromatina descondensada e um nucléolo bem evidente (Figs 5A e
B). Além disso, a maior parte de seu citoplasma € tomada por uma substancia granular
elétron-lucida (Figs 6A e C). As células glandulares se comunicam com o reservatorio
por um pequeno ducto revestido por cuticula, que também se apresenta repleto de
substancia granular (Fig 6C).

O ducto da espermateca também é delimitado por cuticula, que ndo apresenta
a estrutura lamelar encontrada no reservatoério (Fig 5C). Externamente a cuticula, ha
um epitélio simples cujas células apresentam um formato colunar com um nucleo que

varia de esférico a eliptico (Fig 5C). O epitélio do ducto apresenta em média 2,5 ym
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de altura. Além disso, existem fibras musculares longitudinais associadas
externamente ao ducto (Fig 4B).

Células glandulares individuais estdo associadas ao ducto espermatecal, que
se encontram localizadas externamente ao epitélio (Figs 4B e D). Essas células
possuem um nucleo evidente com cromatina descondensada (Fig 5C), e se conectam
com o ducto espermatecal por meio de um pequeno ducto (Figs 4D e 6B). Além disso,
possuem a maior parte de seu citoplasma ocupado por uma substancia granular,

semelhante as células glandulares do reservatorio (Fig 6B).
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Figura 4: Espermateca de Lutzia bigoti sob microscopio estereoscopio (A) e
micrografias eletrénicas de varredura (B-F). A: Espermatecas com um reservatorio
maior (R) e dois menores (r). Ha um ducto (D) e uma glandula (Gl) associados a cada
reservatorio. Seta: epitélio do reservatério. B: Os ductos (D) conectados aos
reservatorios (R e r) apresentam fibras musculares (Fm) e células glandulares (*)
associados. Pode ser observada uma fina membrana (seta) associada a um dos
reservatorios menores (r). Gl: glandula. C: Glandula (Gl) no ponto de encontro entre
ducto (D) e reservatério (R). D: Célula glandular (Cgd) conectada ao ducto da
espermateca (D) por um pequeno ducto (*). R: reservatério. E: Porgéo interna da
cuticula do reservatério (C), mostrando pequenas perfuragdes (seta) na regido da
cuticula préxima a glandula. Asterisco: lumen do ducto. Gl: glandula. F: Viséo
ampliada do lado interno da cuticula (C), mostrando uma substancia floculenta

associada as perfuragdes (seta).
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Figura 5: Seccdes histoldgicas das espermatecas de Lutzia bigoti. A: Lumens dos trés

reservatérios (L e I) delimitados pela cuticula (C) e com glandula associada (Gl). O
nucleo de uma célula glandular é apontado (seta). Um ducto (D) se conecta ao
reservatorio maior. Cabeca de seta: ducto em corte transversal. B: Reservatoério maior,
com ducto associado (D). O fino epitélio do reservatério apresenta células com
nucleos achatados (Ep). C: cuticula. Gl: glandula. L: lumen do reservatério. Seta:
célula epitelial espessa. C: Ducto do reservatério maior com células colunares (Ep) e
células glandulares associadas (Cgd). Asterisco: lumen do ducto. Cabeca de seta:

cuticula do ducto. GI: glandula. L: lumen do reservatorio.
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Figura 6: Microscopia eletrénica de transmissao da espermateca de Lutzia bigoti. A:
Célula glandular (Cg), com o citoplasma contendo substancia granular elétron-lucida
(S). A célula esta associada a cuticula do reservatério (C), se comunicando com o
mesmo por meio de um ducto (seta). B: Célula glandular (Cgd) com reservatorio de
substancia granular (S). A célula esta conectada, por meio de seu pequeno ducto
(seta), ao ducto da espermateca (cabecga de seta), que aparece em corte transversal.
C: Células glandulares (Cg) do reservatério associadas a cuticula (seta), no ponto de
encontro desse com o ducto. Apice do citoplasma e ducto (Dt) com substancia elétron-
lucida (asterisco). Ao centro é visto o lumen com uma substéncia granular (L) D: Célula
epitelial associada a cuticula do reservatorio. O epitélio que envolve o reservatorio €
achatado (cabeca de seta), porém sendo mais espesso em determinados pontos

(seta).
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5.2. Intestino médio

O intestino médio em Lt. bigoti é dividido em duas por¢des: o intestino médio
anterior, afilado e longo, localizado apds a cardia, e o intestino médio posterior,
dilatado lateralmente e mais curto que a porg¢ao anterior, sendo conectado ao intestino
posterior. No ponto de conexao entre intestino médio e posterior, encontram se
numerosos tubulos de Malpighi. A divisdo do intestino médio em duas porgdes existe
em machos e fémeas (Figs 7A e B). Porém, nessas ultimas, a porgéo posterior € mais
desenvolvida em relacdo aos machos. Numerosas traquéolas estdo associadas a
parede do 6rgao, sendo essas mais abundantes na porcao posterior (Figs 8E e F).
Fibras musculares, circulares e longitudinais, formam uma trama que envolve
externamente o intestino médio (Fig 10F). Tais fibras podem estar firmemente
associadas ao 6rgao, chegando a formar sulcos na parede, o que é visto com mais
frequéncia nas fibras circulares (Figs 8A a D).

O lumen do intestino médio anterior € estreito, com a por¢ao apical das células
de lados opostos muito préximas. Ja o lumen da porg¢ao posterior € mais largo, sendo
frequentemente encontrado com alimento em seu interior (Figs 9A a F).

No intestino médio de Lt. bigoti ha um epitélio simples com células digestivas
com formato que vai do cubico ao colunar (Figs 9A a D). Os nucleos das células
vizinhas estao posicionados em uma altura aproximada, tendo um formato que vai do
esférico ao alongado (Figs 9C e D). Nas fémeas, os nucleos estdo mais proximos da
porcdo basal, enquanto nos machos, estdo mais centralizados (Figs 9C a F). As
células digestivas possuem microvilosidades longas e densas em sua porgao apical,
formando a borda estriada (Figs 9E e F). Tais microvilosidades apresentam alturas
similares quando comparadas as diferentes por¢cdes do intestino médio ou mesmo
machos e fémeas. Em ambas as por¢des do 6rgao na fémea e na porgéo anterior do
macho, as microvilosidades apresentam uma altura aproximada de 3 ym. A maior
diferenca esta na porgao posterior do macho, onde os valores sdo em média 5 ym.
Foi detectada um eosinofilia na porgao basal das células digestivas do intestino médio
posterior do macho (Fig 9D). Estas células estdo apoiadas em uma lamina basal (Figs
9EeFe1MAeE).

As células digestivas do intestino médio anterior s&o polarizadas, dispondo de
microvilosidades numerosas na porgéo apical e um conjunto de dobras de membrana

em sua porcéo basal, o labirinto basal (Fig 10A). E possivel observar acumulo de
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substancias com aspecto granular e elétron denso associadas as microvilosidades na
porcao luminal (Fig 10E). O nucleo das células digestivas é rico em eucromatina e
com um nucléolo evidente (Fig 10G). Inumeras mitocdndrias estdo concentradas na
por¢ao supra nuclear das células digestivas, especialmente logo abaixo da membrana
plasmatica, ou associadas ao labirinto basal. Tais mitocondrias podem ser circulares
ou alongadas, ou ainda curvadas (Figs 10A a C). Na porgcédo apical das células
digestivas do intestino médio anterior sdo encontradas estruturas semelhantes a
vesiculas, em machos e fémeas (Fig 10G). Por fim, o reticulo endoplasmatico é visto
como cisternas alongadas, ndo empilhadas, préximo ao nucleo (Fig 10G).

Na porgdo posterior do intestino médio, a mesma polarizagcdo em
microvilosidades e labirinto basal esta presente, sendo as células também apoiadas
em ladmina basal (Figs 11A e D). Do mesmo modo que na por¢do anterior, ha uma
abundancia de mitocéndrias na porcado apical da célula e também associadas ao
labirinto basal (Figs 11B e E). Em relagao ao reticulo endoplasmatico, a maioria de
suas cisternas assumem formas concéntricas nas fémeas, estando localizado préximo
ao nucleo (Fig 11C).

Células basais se encontram ao longo do intestino médio, sendo menos
numerosas que as digestivas. Tais células sdo encontradas na por¢ao basal do 6rgéo
e dispdem de nucleos que apresentam frequentemente um formato cénico, sendo
menores que os das células digestivas (Figs 9B e D). Sob microscopia de transmissao,
essas células apresentam um citoplasma elétron-lucido com poucas organelas
detectadas (Fig 10H). Em cortes longitudinais da porg&o basal do intestino médio,

encontram se numerosas células basais (Fig 10D).
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Figura 7: Intestino médio de (A) fémea e (B) macho de Lutzia bigoti. O intestino médio
possui uma porgao anterior longa e fina (IMA) e uma porcao posterior mais curta e
dilatada (IMP). Ao longo da estrutura ha varias traquéolas associadas (T). Ca: cardia.

IP: intestino posterior. TM: tubulos de Malpighi.
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Figura 8: Micrografia eletrénica de varredura do intestino médio de adultos de Lutzia
bigoti. A: Intestino médio anterior em fémea. Fibras musculares longitudinais (seta) e
circulares (cabega de seta) envolvem externamente a estrutura, formando sulcos. B:
base do epitélio. B: Intestino médio posterior em fémea. Os sulcos formados pelas
fibras musculares deixam a base das células do intestino (B) evidentes. Cabeca de
seta: sulco formado por fibra circular. Seta: traquéola. C: Intestino médio anterior em
macho, com fibras longitudinais (seta) e sulcos formados pelas fibras circulares
(cabeca de seta). B: base de célula intestinal. D: Intestino médio posterior em macho,
com fibras longitudinais (seta) e circulares (cabeca de seta) frouxamente associadas,
ndo formando sulcos. E: Regido de transigdo entre as porgbes anterior (IMA) e
posterior (IMP) do intestino médio em fémea. Seta: traquéolas. F: Regido de transigéo
entre as porgdes anterior (IMA) e posterior (IMP) em macho. Tubulos de Malpighi (TM)

sao mostrados ao final da porgao posterior. Seta: traquéolas.
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Figura 9: Secgdes histolégicas do intestino médio de Lutzia bigoti corados com
hematoxilina e eosina. A: Intestino médio anterior em fémea, cujas células digestivas
do epitélio (ep) possuem nucleos esféricos (*). A borda estriada esta presente (seta),
delimitando um estreito lumen. Lb: Iamina basal. B: Intestino médio anterior de macho.
O nudcleo de uma célula basal pode ser visualizado (cabega de seta). Ep: epitélio. Seta:
borda estriada. Asterisco: nucleo de célula digestiva. C: Intestino médio posterior em
fémea, cujas células digestivas do epitélio (Ep) apresentam seus nucleos proximos da
porcao basal e com alturas aproximadas. Um amplo lumen esta presente (L), repleto
de alimento (Al). Seta: borda estriada. D: Intestino médio posterior de macho, cujo
epitélio (Ep) apresenta células colunares com a regido basal acidofila e nucleos
alinhados. Ha um grande numero de células basais, com nucleos menores que os das
células digestivas (cabecga de seta). L: Lumen. Seta: Borda estriada. E: Intestino médio
posterior de fémea, com o epitélio (Ep) ancorado na lamina basal (Lb). Be: borda
estriada. L: [lumen. N: nucleo de célula digestiva. F: Intestino médio posterior de macho,
mostrando a cromatina descondensada dos nucleos (N) das células digestivas do
epitélio (Ep). Be: borda estriada. L: lumen. Lb: ldmina basal. Cabega de seta: nucleo

de célula basal.
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Figura 10: Micrografia eletrbnica de transmissao do intestino médio anterior de
adultos de Lutzia bigoti. A: Célula digestiva em macho, com microvilosidades (Mv) na
porgao apical e labirinto basal (Lb) na porgao basal. Fm: fibras musculares. N: ndcleo.
Seta: mitocéndria. B: Porgéo apical de uma célula digestiva de fémea, mostrando as
densas e numerosas microvilosidades (Mv). O citoplasma apical esta repleto de
mitocéndrias (M). Seta: limite celular. C: Detalhe de “B” com mitocdndrias na porgao
apical. Mv: microvilosidades. Asterisco: limite celular. D: Por¢ao basal do epitélio em
fémea. Os nucleos de varias células basais podem ser vistos (N). L: lamina basal. T:
traquéola. Seta: fibras musculares. E: Microvilosidades (Mv) com granulos proximos
a sua porgao apical (seta) em fémea. F: Fibras musculares circulares e longitudinais
(setas) associadas a porcdo basal das células digestivas em fémea. G: Célula
digestiva em fémea, mostrando o nucleo (N) com nucléolo (n) evidente. Na porcéo
apical, é possivel observar estruturas semelhantes a vesiculas (seta). O reticulo
endoplasmatico (Re) se apresenta como cisternas alongadas. Mv: microvilosidades.
Cabeca de seta: envoltério nuclear. H: Célula basal (CB) na porg¢ao basal do epitélio

em macho. Lb: labirinto basal. N: nucleo.
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Figura 11: Micrografia eletrénica de transmissdo do intestino médio posterior de
adultos de Lutzia bigoti. A: Células digestivas em macho com microvilosidades (Mv)
na porcao apical e labirinto basal (Lb) na porgao basal. Abaixo do labirinto basal é
possivel observar a lamina basal (Lmb) e fibras musculares (Fm). N: nucleo. n:
nucléolo. B: Porgdo apical de célula digestiva em fémea mostrando numerosas
mitocdndrias (M). Sdo mostradas as microvilosidades densamente organizadas (Mv)
e um estreito lumen (seta). C: Célula digestiva em fémea, mostrando as cisternas de
reticulo endoplasmatico (Re) organizadas em um arranjo concéntrico, préximas ao
nucleo (N). M: Mitocondria. D: Porcdo basal de uma célula digestiva de fémea
mostrando as fibras musculares (Fm), em corte longitudinal, préximas ao labirinto
basal (Lb). N: nucleo. T: traquéola. Seta: lamina basal. E: Mitocéndrias (M), com cristas
evidentes, associadas ao labirinto basal (Lb) em célula digestiva de fémea. Fibras

musculares (Fm) aparecem em corte transversal. Lmb: lamina basal.
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6. DISCUSSAO

6.1. Espermateca

A espermateca é o0 0Orgdo responsavel pelo armazenamento dos
espermatozoides apds a cédpula na fémea dos insetos, permitindo um isolamento
temporal entre copula e fertilizacdo dos ovos (Pascini & Martins, 2017). Existe uma
caréncia de estudos sobre espermateca em mosquitos, sendo abordadas poucas
espécies, principalmente aquelas do género Aedes e Anopheles (Clements & Potter,
1967; Pascini et al., 2012; Pascini et al., 2013; Shaw et al., 2014). Nesse trabalho, foi
descrita a estrutura geral e a organizagao celular da espermateca em Lt. bigoti, uma
espécie cujas larvas sao predadoras, encontrada em florestas (Moser et al., 2009;
Sousa et al., 2013).

Em Lt. bigoti, a espermateca apresenta trés reservatorios, sendo o reservatorio
mediano maior (130 um) que os reservatorios laterais (110 um). A presenca de trés
reservatorios foi descrita em varias espécies de mosquitos, como as dos géneros
Aedes, Culex, Mansonia e Toxorhynchites (Clements & Potter, 1967; Dehghan et al.,
2014; Ndiaye et al., 1997). Algumas espécies, como as do género Anopheles,
possuem apenas um reservatério (Pascini et al., 2013; Shaw et al., 2014).

A diferenga de volume entre reservatorios foi também descrita em outras
espécies de mosquitos. No mosquito doméstico comum, Culex pipiens, o reservatério
mediano é ligeiramente maior em comparacéo aos laterais (Dehghan et al., 2014).
Em Ae. aegypti, o reservatorio mediano apresenta 100 ym de didmetro, enquanto os
laterais, 75 um (Pascini et al., 2012). Ao se comparar esses valores com 0s
encontrados para Lt. bigoti € notavel a maior dimensao presente em Lt. bigoti. Tal
discrepancia pode ser explicada devido ao fato de que as fémeas de Lt. bigoti
apresentam em média 0,8 centimetros, da cabecga até a extremidade do abdémen,
sendo assim maiores quando comparadas as fémeas da grande parte das espécies
de mosquitos, incluindo Ae. aegypti, cujas fémeas apresentam aproximadamente 0,5
centimetros, medidas da mesma forma (dados pessoais). Portanto, tal diferenca
encontrada nas espermatecas pode ser explicada pelas propor¢gdes. Essa diferenca
parece nao refletir na capacidade reprodutiva de Lt. bigoti, dado que Ae. aegypti
possui maior distribuicdo e abundancia, mesmo com uma menor capacidade de

estocagem de gametas.
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Os reservatorios da espermateca sao delimitados por uma cuticula multilamelar
em Lt. bigoti, como ja demonstrado para outras espécies de mosquitos (Ndiaye et al.,
1997; Pascini et al., 2012; Pascini et al., 2013). As camadas internas da cuticula sdo
mais elétron densas em relacdo as externas, o que ocorre devido a sintese mais
recente das camadas mais externas pelas células epiteliais. A cuticula é importante
para o isolamento dos gametas no interior do reservatorio, os protegendo de
componentes presentes na hemolinfa ou no ambiente externo, além da manutengao
da composigao ibnica e osmorregulagao no lumen (Pascini & Martins, 2017; Schoeters
& Billen, 2000).

A espermateca de Lt bigoti apresenta grandes células associadas, com
nucleos esféricos e evidentes, as células glandulares. O citoplasma dessas células
aparece repleto de uma substancia elétron-lucida, que provavelmente se trata de uma
substancia a ser langada na espermateca, para a manutengdo dos gametas. Tais
células nessa espécie podem ser divididas em dois grupos: células associadas ao
reservatorio e células associadas ao ducto. As primeiras se concentram préximo ao
ponto de juncéo entre ducto e reservatério. Essa distribuicdo é similar ao encontrado
em Ae. aegypti (Clements & Potter, 1967) e Toxorhynchites theolbaldi (observagao
pessoal) e diferente do que ocorre em An. aquasalis, onde as células glandulares
estao distribuidas ao redor do reservatorio (Pascini et al, 2013). Ja as células
associadas ao ducto, se inserem individualmente ao longo do mesmo, o que também
ocorre nas outras espécies ja descritas (Clements & Potter, 1967; Pascini et al., 2013).

Em Lt. bigoti, a comunicagdo entre as ceélulas glandulares e o lumen do
reservatorio fica evidente pela presenca de pequenas perfuragdes na cuticula do
reservatorio em seu lado interno, por onde as secre¢des das células glandulares séao
liberadas pelos seus pequenos ductos celulares associados. Essas secre¢des podem
ser vistas como uma substancia floculenta préxima as perfuragdes na cuticula, quando
observada sob microscopia eletrénica de varredura.

As secrecbes das células glandulares em Lt. bigoti podem ter diferentes
funcdes. Essas secregdes podem conter substancias importantes para a nutricdo dos
gametas e metabolismo energético durante o periodo de estocagem (Bhatnagar &
Musgrave, 1971; Costa-Leonardo & Patricio, 2005; Pascini et al., 2012; Pascini et al.,
2020; Prokupek et al., 2008). Podem ainda ser essenciais no enchimento da
espermateca, contendo substancias que atraem os gametas para o reservatorio por

meio da quimiotaxia (Fritz & Turner, 2002; Grodner & Steffens, 1978). Além disso, as
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secregdes podem ser cruciais na manutencao da viabilidade dos espermatozoides
durante o periodo de estocagem, possuindo enzimas que controlam o estresse
oxidativo, regulam o balango osmaético no interior do reservatério, e ainda substancias
antimicrobianas para a protecdo dos gametas contra infec¢des (Pascini et al., 2020;
Shaw et al., 2014; Weirich et al., 2002). A natureza e fung¢des precisas dos
componentes dessas secre¢cdes em Lt. bigoti ainda precisam ser investigados.

Além das células glandulares, ha um outro tipo de célula presente na
espermateca de Lt. bigoti, as células epiteliais. No reservatorio, essas células estao
fortemente aderidas, formando um fino epitélio associado a cuticula. Essa estrutura é
similar a encontrada em Ae. aegypti (Clements & Potter, 1967; Pascini et al., 2012) e
Tx. theobaldi (observacao pessoal), sendo distinta do presente em An. aquasalis,
onde as células epiteliais do reservatério apresentam um formato irregular (Pascini et
al., 2013). E provavel que as diferencas encontradas no epitélio da espermateca, bem
como nas celulas glandulares e numero de reservatorios em mosquitos, seja um
reflexo da distancia evolutiva entre Anophelinae e Culicinae (Harbach, 2007).

A provavel fungdo do epitélio do reservatdério em mosquitos é a sintese e
manutencdo da cuticula, além do isolamento do reservatério do contato com a
hemolinfa (Pascini et al., 2012). Foi sugerido que a sintese da cuticula do reservatorio
ja tenha sido finalizada antes da emergéncia do adulto em Ae. aegypti, 0 que contribui
para explicar o fino epitélio do reservatério (Clements & Potter, 1967). Tal fato
provavelmente se aplica a espécie desse trabalho. Em diferentes espécies de insetos,
o epitélio do reservatério apresenta células mais desenvolvidas, ricas em organelas,
como mitocéndrias, e dobramentos de membrana (Gschwentner & Tadler, 2000;
Martins et al., 2008). E provavel que essas células estejam envolvidas nas funcdes de
transporte e secregao de substancias (Martins et al., 2008; Monteiro et al., 2019). O
epitélio em mosquitos, sendo mais simples quando comparado a tais espécies,
provavelmente ndo estad envolvido em secregdo e absorcdo. E possivel que a
simplicidade da estrutura em mosquitos seja um reflexo do menor tempo de
armazenamento e consequentemente de demandas dos gametas na espermateca,
dado o curto tempo de vida das espécies (Muir & Kay, 1998; Pascini et al., 2012).

Em Lt. bigoti, ha um ducto que conecta o reservatério da espermateca a bursa
copulatoria. Este ducto é revestido por cuticula, que n&o apresenta a estrutura lamelar
encontrada no reservatorio. Foi mostrado que a cuticula do ducto em Ae. aegypti

possui resilina, uma proteina elastica, o que infere uma necessidade de contragao e
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relaxamento na estrutura (Clements & Potter, 1967). Externamente a essa cuticula,
ha um epitélio simples colunar, cujas células sao provavelmente as responsaveis pela
sintese da mesma. As células do epitélio do ducto ndo apresentam o formato achatado
encontrado naquelas do reservatoério, o que pode ser um indicativo de um papel ativo
das mesmas durante a vida adulta da fémea, ndo se limitando a manutengao da
cuticula. Dessa forma, essas células podem estar envolvidas na secregao de produtos
ou mesmo no transporte de substancias oriundas da hemolinfa, durante a passagem
dos espermatozoides ao longo da estrutura. Foi mostrado que as células epiteliais do
ducto em fémeas inseminadas de Ae. aegypti contém transcritos envolvidos na
atividade antimicrobiana e no balango iénico (Pascini et al., 2020). Além disso, os
produtos liberados pelas células epiteliais podem ser importantes para o metabolismo
dos gametas ao passarem pelo ducto, como sugerido para abelhas do género Bombus,
ou ainda servirem para a lubrificacdo da estrutura, facilitando a passagem dos
espermatozoides, como em Zorotypus hubbardi (Dalai et al., 2012; Schoeters & Billen,
2000).

Células glandulares individuais estao distribuidas aderidas externamente ao
longo do ducto espermatecal, associadas ao mesmo de maneira individual por meio
de pequenos ductos revestidos por cuticula, o que também ocorre em outras espécies
de mosquitos (Pascini et al., 2012; Pascini et al., 2013). Tais células sao repletas de
uma substancia floculenta, que provavelmente é liberada no lumen do ducto
espermatecal. Existem algumas possibilidades para o papel dessas secregdes no
ducto, elas podem atuar nutrindo os espermatozoides ao longo de sua passagem ou
como um lubrificante, facilitando a movimentacao das células ao longo da estrutura.
Além disso, podem atuar atraindo os gametas para dentro da espermateca.

Além das células glandulares, fibras musculares também estdo associadas ao
ducto espermatecal e se dispdem ao longo do ducto espermatecal. E provavel que
tais fibras tenham um papel na entrada dos gametas no reservatério, ja que existem
evidéncias de que somente o movimento dos espermatozoides nao é suficiente para
o enchimento da estrutura (Jones & Wheeler, 1965b). Em An. gambiae, foi sugerido
que a contragédo das fibras musculares do ducto, gera um ambiente com pressao
negativa no ambiente espermatecal durante a copula, deslocando os gametas para
dentro do reservatério (Giglioli, 1963).

A espermateca em mosquitos € um 6rgao essencial para a reprodugao, porém

pouco estudado. Compreender a estrutura geral e organizagao celular desse érgéo é
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fundamental para o aprofundamento do conhecimento sobre reprodugdo em
mosquitos, consequentemente servindo de base para futuros métodos de combate
desses insetos importantes do ponto de vista médico.

Em Lt. bigoti, a espermateca apresenta uma estrutura muito parecida com a
encontrada em outros Culicini, incluindo Ae. aegypti (Clements & Potter, 1967; Pascini
et al., 2012) e espécies do género Toxorhynchites (observagdo pessoal). Nessas
espécies, a espermateca apresenta trés reservatérios, delimitados por uma cuticula
multilamelar, com células glandulares e epiteliais associadas de maneira similar. A
semelhanca na espermateca entre diferentes espécies de Culicinae indica uma alta
conservacgao da estrutura ao longo da historia evolutiva no grupo. Por outro lado, os
mosquitos do género Anopheles possuem uma espermateca diferente em termos de
numero de reservatorios (um) e organizagao celular (Pascini et al., 2013; Shaw et al.,
2014). Tais diferencas encontradas podem ser um reflexo da distancia evolutiva entre

Anophelinae e Culicinae (Harbach, 2007).

6.2. Intestino médio

A ultraestrutura do intestino médio foi abordada em diferentes espécies de
mosquitos. A maioria desses estudos foca em mudancgas na estrutura geral do 6rgao
e em modificagdes no citoplasma das suas células, antes e durante a digestao
sanguinea (Bertram & Bird, 1961; Hecker et al., 1974; Houk, 1977; Okuda et al., 2002;
Weaver & Scott, 1990). Porém, a ultraestrutura do intestino médio em mosquitos
hematofagos adultos, cujas larvas apresentam habito predador ndo tem sido abordada.

E provavel que as fémeas de Lt. bigoti se alimentem do sangue de animais
domésticos e aves, sendo mosquitos nédo antropofilicos (Bai et al., 1982; Consoli &
oliveira, 1994; Moser et al., 2009). Porém, as informagdes sobre hematofagia nesses
organismos nao sao conclusivas. Em laboratério, fémeas adultas de Lt. bigoti ndo se
alimentam de sangue humano, de galinha ou bovino, esse ultimo utilizando
alimentador artificial (observagao pessoal). Dessa forma, compreender a estrutura do
intestino médio e de suas células nessa espécie pode ajudar a elucidar a questédo da
hematofagia.

O intestino médio em Lt. bigoti apresenta duas porcdes distintas, o intestino
médio anterior, fino e alongado, e o intestino médio posterior, mais curto e dilatado.

Tal aspecto esta de acordo com o descrito para diferentes espécies de mosquitos
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hematofagos (Hecker, 1977; Janeh et al., 2017), e distinto do descrito para o ndo
hematofago Toxorhynchites theobaldi, onde a porgao anterior pode ainda ser dividida
em duas partes e a posterior € menor quanto comparada a das fémeas de mosquitos
hematofagos (Godoy et al., 2015). A diferenga de estrutura entre ambas as porgdes
nos mosquitos hematofagos € provavelmente um reflexo de sua diferenga de fungéo,
ja que a parte anterior € responsavel pela digestdo de agucares e a posterior &
responsavel também pela digestao do sangue (Hecker, 1977; Silva et al., 2019). Por
fim, o intestino médio em Lt. bigoti apresenta dimorfismo sexual, sendo a porgéo
posterior menos desenvolvida nos machos em comparacdo com as fémeas. Tal
dimorfismo é esperado em espécies hematdfagas, dado que apenas as fémeas se
alimentam do sangue (Corena et al., 2005; Janeh et al., 2017).

O lumen do intestino médio em Lt. bigoti € estreito na por¢céo anterior, onde as
bordas estriadas de células digestivas opostas chegam a se tocar, e mais aberto na
porcao posterior. Nas fémeas alimentadas com solugcédo de sacarose, a presencga de
alimento foi raramente detectada no intestino médio anterior. Porém, os granulos
densos associados as microvilosidades, detectados por microscopia de transmisséo,
podem estar relacionados a matriz peritrofica. Diferentemente da porgéo anterior, foi
possivel observar o lumen do intestino médio posterior repleto de alimento na maioria
dos espécimes. O alimento quase nunca aparece tocando as células epiteliais.

Existem trés tipos celulares no intestino médio dos mosquitos, as células
digestivas, enteroenddcrinas e regenerativas. As células digestivas sdo as mais
numerosas, apresentando um formato que vai do cubico ao colunar, com
microvilosidades voltadas para a porgdo apical e dobramentos de membrana na
por¢cao basal, o labirinto basal (Brown et al., 1985; Hecker, 1977). Todas essas
caracteristicas gerais das células digestivas se confirmam para Lt. bigoti. Além das
células digestivas, foram identificadas diversas células basais nessa espécie, que
correspondem a células enteroendocrinas ou regenerativas. As células basais
apresentam um formato fusiforme, com um citoplasma aparentemente pobre em
organelas. Foi demostrado que as células enteroenddcrinas em outras espécies de
mosquitos apresentam uma abundéncia de granulos elétron densos em seu
citoplasma, provavelmente repletos de horménios (Brown et al., 1985; Weaver & Scott,
1990). Nas células basais descritas em Lt. bigoti, tais granulos sdo raramente
encontrados, sendo suas caracteristicas mais compativeis com as das células

regenerativas (Billingsley & Lehane, 1996).
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O citoplasma das células digestivas em Lt. bigoti apresenta um grande numero
de mitocondrias, que estao concentradas nas porg¢des apical e basal. Essa distribuigao
esta presente em diferentes espécies de mosquitos hematofagos, como Ae. aegypti
(Bertram & Bird, 1961). Nessa espécie, foi sugerido que a presencga de mitocéndrias
abundantes seja explicada devido ao requerimento de energia para secrecao,
absorcgao e o trafego de vesiculas que ocorrem nesses locais (Bertram & Bird, 1961).
Fémeas de An. aquasalis, nao alimentadas com sangue, além de adultos do mosquito
ndo hematdfago, Tx. theobaldi, também apresentam mitocéndrias concentradas na
porgdo apical nas células digestivas de ambas as porgdes do intestino médio,
semelhante ao visto nesse trabalho (Godoy et al., 2015; Silva et al., 2019). A
distribuicdo semelhante de mitocéndrias no citoplasma em fémeas e machos de Lt.
bigoti, aliado aos exemplos acima citados, mostram que esse padrao de mitocdndrias
ndo esta relacionado apenas a digestdo sanguinea, sendo também importante na
digestdo de agucares e outros processos. Porém, seria necessario desvendar como
uma possivel digestdo sanguinea poderia afetar a distribuicdo e abundancia de
mitocondrias no citoplasma em Lt. bigoti.

A presenca do reticulo endoplasmatico rugoso indica uma necessidade de
producéo e secregao de proteinas pelas células digestivas (Billingsley, 1990). Essa
organela apresenta um aspecto diferente quando comparadas as diferentes porgcdes
do intestino médio em fémeas de Lt bigoti se apresentando como cisternas
alongadas na porcao anterior e lamelas concéntricas na posterior. As células
digestivas da porcéo anterior do intestino médio em fémeas de Ae. aegypti, nao
alimentadas com sangue, também apresentam cisternas isoladas, semelhante ao
encontrado para Lt. bigoti (Hecker et al., 1974). O padrao em lamelas concéntricas do
reticulo endoplasmatico nas células digestivas do intestino médio posterior € comum
nos mosquitos, sendo descrito em fémeas n&o alimentadas com sangue em diferentes
espécies hematdfagas (Okuda et al., 2005; Zieler et al., 2000) e em mosquitos n&o
hematofagos (Godoy et al., 2015). Vesiculas associadas ao reticulo rugoso foram
descritas em diferentes espécies de mosquitos, sendo provavelmente relacionadas a
digestao sanguinea (Bertram & Bird, 1961; Houk, 1977; Staubli et al., 1966). Em Lt.
bigoti, tais vesiculas nao foram detectadas. Por fim, alguns pontos ainda precisam ser
explorados em relagdo a essa organela em Lt. bigoti, como a fung&o das proteinas

secretadas, os efeitos da presenca de agucar no intestino médio sobre o reticulo
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endoplasmatico e ainda as mudangas sofridas por essa organela em uma possivel
refeicdo sanguinea.

Na por¢ao apical das células digestivas do intestino médio anterior de Lt. bigoti,
foram observadas estruturas semelhantes a vesiculas. A identidade e fungdo dessas
estruturas n&o é clara, mas se assemelham a vacuolos encontrados nessas mesmas
células em fémeas de An. aquasalis nao alimentadas com sangue (Silva et al., 2019)
e também a corpos lamelares encontrados nas células digestivas de Tx. theobaldi
(Godoy et al., 2015). Tais estruturas podem estar relacionadas a secregéo e absorg¢ao
que ocorrem devido a digestdo de agucares no intestino meédio anterior.

O comportamento alimentar dos adultos de Lt. bigoti ainda nao foi elucidado,
portanto, compreender a estrutura do intestino médio pode fornecer informagdes
relevantes. Nessa espécie, a estrutura geral do intestino médio, sua composigéao e
caracteristicas celulares, e o dimorfismo sexual, que indica um habito alimentar
diferente em machos e fémeas, estdo de acordo com o ja descrito para outras
espécies de mosquitos hematdfagos. Dessa forma, pode se observar uma
conservagao da estrutura ao longo da histéria evolutiva de Culicidae, sendo similar
em diversas linhagens (Bertram & Bird, 1961; Houk, 1977; Janeh et al., 2017; Silva et
al., 2019), que se separaram em diferentes pontos do processo evolutivo (Harbach,
2007), com a excegao de mosquitos conhecidamente nao hematofagos (Godoy et al.,
2015). O posicionamento filogenético de Lutzia em Culicidae (Kitching et al., 2015;
Sun et al.,, 2019), bem como a morfologia de seu intestino médio descrita nesse
trabalho, fornecem suporte para o habito hematofagico. Dessa forma, é provavel que
as fémeas de Lt bigoti se alimentem de sangue. Por outro lado, diante do
comportamento observado nesses insetos, surge 0 questionamento sobre a
possibilidade da hematofagia ter sido perdida recentemente no processo evolutivo do
grupo, sendo a fonte proteica necessaria para o desenvolvimento reprodutivo das
fémeas oriunda do habito predador na fase larval, como ocorre nos mosquitos nao
hematofagos (Donald et al., 2020). Sendo assim, a analise da expressao génica no
intestino médio, bem como estudos sobre o comportamento sdo alternativas para

desvendar a questdo da hematofagia em Lt bigoti.
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7. CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS

A espermateca em Lt. bigoti apresenta caracteristicas que estdo em acordo
com o ja descrito para diferentes espécies em Culicinae, mostrando uma alta
conservagao dessa estrutura ao longo do processo evolutivo do grupo. Séao
necessarios mais estudos voltados para elucidar melhor a fisiologia do 6érgao. Desse
modo, serdo ampliados os conhecimentos sobre reproducdo em mosquitos.

A presengca da alimentagcdo sanguinea ainda n&o esta completamente
elucidada para o género Lutzia. Nesse trabalho, foi mostrado que a morfologia geral
e ultraestrutura do intestino médio de Lt. bigoti esta de acordo com aquela dos
mosquitos hematofagos, também evidenciando uma alta conservagao desse 6rgao ao
longo do processo evolutivo em Culicidae. Porém, a escassez de informacdes
concretas e o comportamento das fémeas em laboratério levanta questionamentos.
Dessa forma, estudos em biologia molecular e comportamento podem fornecer
informacdes relevantes. Caso esses mosquitos ndo sejam hematofagos, podem ser

poderosas ferramentas de controle biolégico de larvas de mosquitos vetores.
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