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RESUMO

GODOY, Raquel Soares Maia, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2019.
Desenvolvimento pos-embrionario do intestino médio de mosquitos (Diptera, Culicidae).
Orientador: Gustavo Ferreira Martins.

O intestino médio das fémeas de mosquitos vetores € alvo de muitos estudos por ser a porta de
entrada para diversos patégenos transmissiveis a vertebrados, incluindo humanos. No entanto,
o conhecimento do 6rgdo nas fases imaturas desses insetos € escasso, principalmente em relagao
a sua morfologia. Com o objetivo de entender a morfofisiologia do intestino médio de
mosquitos e os processos envolvidos no desenvolvimento do 6rgdo durante a metamorfose,
foram utilizadas neste trabalho trés espécies de mosquitos de gé€neros diferentes, Anopheles
gambiae, Aedes aegypti e Toxorhynchites theobaldi. A fase larval das trés espécies compartilha
caracteristicas morfoldgicas basicas do drgdo, mas apresenta algumas particularidades. A
histoquimica do intestino médio larval de An. gambiae indicou a existéncia de um metabolismo
de lipideos e carboidratos diferente daquele de Ae. aegypti e T. theobaldi, e o compartimento
do ceco gastrico foi o que mais variou entre as trés espécies. A matriz peritréfica foi
morfologicamente similar nas trés espécies, € os processos envolvidos no desenvolvimento pds-
embriondrio do 6rgdo, como diferenciacdo celular, proliferacdo e apoptose, também foram
semelhantes. A presenca de células enteroenddcrinas FMRF-positivas no intestino médio
posterior parece ser conservada em mosquitos. Durante a transi¢do entre larva e pupa, foi visto
que as fibras dos musculos circulares sofrem mitose, € uma nova camada de musculo circular
aparece, evento que ocorreu concomitante com a presenga de neuritos FMRF-positivos de
posic¢do especifica e repetitiva nos musculos circulares. Isso indica que neuropeptidios FMRF
estdo envolvidos no remodelamento muscular do 6rgdo, o qual se iniciou antes da pupacdo. O
epitélio digestivo larval foi completamente substituido por um novo durante o inicio da fase da
pupa em um processo que envolve autofagia e apoptose. Esse novo epitélio apresentou células
enteroenddcrinas diferenciadas nessa fase. Antes da metade do tempo de duragcdo da
metamorfose houve um segundo descarte epitelial, e o epitélio digestivo integro visto nessa
fase ainda ndo tinha completado seu processo de diferenciacdo, e correspondeu ao do adulto.
Por fim, na fase final do estdgio de pupa, o epitélio digestivo sofreu alteracdes no seu formato,

processo que envolveu autofagia e apoptose de algumas células, além de proliferacao celular.

Palavras-chave: Intestino médio. Desenvolvimento. Mosquitos



ABSTRACT

GODOY, Raquel Soares Maia, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August, 2019. Post-
embryonic development of mosquito midgut (Diptera, Culicidae). Advisor: Gustavo
Ferreira Martins.

The midgut of females of vector mosquitos is a well known organ and comprises the gateway
to several pathogens humans and other vertebrates. However, the knowledge of this organ in
the immature stages in these insects is scarce, especially about its morphology. In the present
work, the morphophysiology and the development of the midgut during larval and pupal stages
were studied in three phylogenetically distant species, Anopheles gambiae, Aedes aegypti, and
Toxorhynchites theobaldi. The larval midgut of the three mosquito species shared basic
morphological characteristics, but has some peculiarities depending on the species. The
histochemical analysis of the larval midgut indicated a different lipid and carbohydrate
metabolism in Ae. aegypti and T. theobaldi and the gastric caecum was the most
morphologically varied compartment between species. The peritrophic matrix was similar in
three species, and the processes involved in post-embryonic organ development, such as cell
differentiation, proliferation, and apoptosis, were also like. The presence of FMRF-positive
enteroendocrine cells in the larval midgut appears to be conserved in mosquitoes. During the
transition between larvae and pupae, circular muscle fibers were seen to undergo mitosis, and
a new circular muscle layer appeared, occurring concurrently with the presence of FMRF-
positive neurites disposed of in a specific and repetitive manner in the circular muscles. This
organization indicated that FMRF neuropeptides are involved in muscle remodeling, which
begins before pupation. The larval digestive epithelium was totally replaced by a new one at
the beginning of the pupal phase in a process that involves autophagy and apoptosis. This new
epithelium already presented differentiated enteroendocrine cells in this phase. At the time
before the mid of metamorphosis, there was a probable second epithelial histolys, and the intact
epithelium seen in this period had not yet completed its differentiation process and
corresponded to the epithelium that remains in the adult. Finally, at the end of the pupal stage,
the digestive epithelium changed its shape, a process that involved autophagy and apoptosis of

some cells, as well as cell proliferation.

Keywords: Midgut. Development. Mosquitoes
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1. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os mosquitos pertencem a familia Culicidae (Insecta, Diptera) e sdo conhecidos por
serem vetores de diversas doengas transmissiveis a vertebrados, as quais podem ser causadas
por diferentes patégenos, incluindo virus, protozodrios ou helmintos (CIRIMOTICH et al.,
2011; GOUVEIA DE ALMEIDA, 2011; NARAYANAN KUTTY et al.,2018; PATTERSON;
SAMMON; GARG, 2016; SABATINELLI et al., 1994). A primeira barreira no inseto que os
patégenos precisam atravessar para prosseguir com a invasao e se tornarem aptos a infectar o
hospedeiro vertebrado € o intestino médio (HEGEDUS et al., 2009; OLMO et al., 2018;
UKEGBU et al., 2017, VEGA-RODRIGUEZ et al., 2014). Apesar de sua importancia para o
estabelecimento e a coloniza¢do do mosquito pelos parasitos, o intestino médio € um 6rgao que
ainda apresenta lacunas na compreensao de sua biologia bésica, inclusive no que diz respeito a
sua formacdo durante o desenvolvimento pds-embriondrio, metamorfose, € ao seu dinamismo
e comportamento celular durante cada estagio até a fase adulta.

O conhecimento detalhado do processo de formagao do intestino médio em diferentes
géneros de mosquitos informaréd se o desenvolvimento do érgdo € conservado em Culicidae,
apesar das diferencas evolutivas. Tal conhecimento dara suporte a diversos trabalhos, incluindo
os da drea de toxicologia que utilizam inseticidas nocivos ao intestino médio. Além disso, a
descri¢do da dinamica celular responsdvel pela formacdo do 6rgdo do adulto fundamentara

trabalhos que envolvem interagdo mosquito-vetor-parasita.

1.1. CULICIDAE

A familia Culicidae € um taxon monofilético que engloba todas as espécies de mosquitos
(NARAYANAN KUTTY et al., 2018). Estes, quando adultos, possuem corpo tubular delgado,
um tipico aparelho bucal sugador alongado, um par de asas membranosas e trés pares de longas
pernas (HARBACH; KITCHING, 1998). Culicidae inclui atualmente 3.543 espécies
catalogadas, que estdo agrupadas em duas subfamilias: Anophelinae e Culicinae (HARBACH
R, 2007; REIDENBACH et al., 2009).

Culicideos sao holometdbolos (metamorfose completa), pois possuem distintos estagios
de desenvolvimento, com seu ciclo de vida incluindo as fases de ovo, larva, pupa e adulto. Os
estdgios imaturos sdo encontrados em um amplo espectro de ambientes aqudticos, incluindo
corpos d’4dgua tempordrios € permanentes , enquanto o estagio adulto € terrestre (GOUVEIA

DE ALMEIDA, 2011; HARBACH R, 2007).



A fase larval dos mosquitos compreende quatro instares (L1-L4) antes da pupacdo. As
larvas L1 de todas as espécies sdao essencialmente filtradoras, com alimentacdo composta
principalmente de microrganismos. Larvas dos demais estdgios sdo majoritariamente
detritivoras, alimentando-se de detritos presentes na agua € insetos aquaticos mortos
(WIEGMANN et al., 2009). Em um pequeno nimero de espécies, como Culex bigoti e as do
género Toxorhynchites, as L2-L4 sdo predadoras de pequenos invertebrados aquéticos,
incluindo larvas de outros mosquitos (GOUVEIA DE ALMEIDA, 2011; STEFFAN;
EVENHUIS, 1981).

As larvas de culicideos sdao apodas e possuem corpo dividido em cabega, térax e
abdomen. A cabeca apresenta antenas e escovas com filamentos que auxiliam na alimentagao.
Larvas de espécies da subfamilia Culicinae apresentam um sifdo respiratorio proximo a
extremidade final do abdome, enquanto as da subfamilia Anophelinae possuem um par de
aberturas respiratdrias nessa regido e sifao ausente. As pupas sdo dpodas como as larvas, e
possuem corpo em formato de virgula, dividido em cefalotérax e abdome. No estdgio adulto, o
corpo € formado por cabega, torax e abdome. Asas e pernas surgem apenas nesse estagio, e
estdo conectadas ao térax. A cabeca contém uma probdscide longa e flexivel, adaptada para
perfurar e sugar, e antenas com extensos flagelos (CLEMENTS, 1992; GOUVEIA DE
ALMEIDA, 2011; HARBACH R, 2007).

Larvas L4 sofrem metamorfose e se transformam em pupas, as quais ndo se alimentam.
Durante a fase de pupa, ocorre acimulo de ar no interior do corpo do inseto, evento que
antecede a emergéncia do mosquito adulto. Este permanece em repouso sobre a exuvia na
superficie da dgua até que ocorra endurecimento e escurecimento do tegumento (STEFFAN;
EVENHUIS, 1981; WIEGMANN et al., 2009).

Machos e fémeas adultos de Culicidae sdo em geral morfologicamente distintos,
principalmente quanto as antenas, pegas bucais e genitalia. As diferencas sdo mais visiveis em
relacdo a morfologia das antenas e do aparelho bucal. Fémeas possuem antenas pilosas,
estruturas de perfuragdo no aparelho bucal e sdo geralmente mais robustas que os machos, os
quais, por sua vez, tétm antenas plumosas e ndo apresentam probdscide com pecas perfurantes
(HARBACH R, 2007; SIMPSON; CHAPMAN, 2012).

Todos os mosquitos adultos machos se alimentam exclusivamente de liquidos de
plantas, como néctar, conteiido de frutas e exsudatos. Com excecdo dos géneros
Toxorhynchites, Malaya e Topomya, as fémeas adultas também se alimentam de sangue de

animais vivos, o que faz dos mosquitos um excelente veiculo para transmissao de patégenos,



exibindo uma grande importancia médica (HARBACH R, 2007). As principais doencas
transmitidas por mosquitos vetores sdo dengue, febre amarela, encefalite viral, maldria e
filariose (A. FOSTER; WALKER, 2002; EL-BAHNASAWY; FADIL; MORSY, 2013;
PATTERSON; SAMMON; GARG, 2016).

O sangue ingerido pelas fémeas contém nutrientes necessarios para o desenvolvimento
dos ovos. As espécies cujas fémeas sdo hematofagas podem ser classificadas como autégenas
ou anautdgenas de acordo com a dependéncia dos nutrientes do sangue para desenvolver os
ovos. Nas espécies autdgenas, as fémeas produzem um lote de ovo apds a emergéncia do estagio
adulto, mas refeicdes de sangue sdo requeridas para a produgdo dos lotes posteriores. As
espécies anautdgenas nao sao capazes de produzir nenhum lote de ovo sem repasto sanguineo
(CLEMENTS, 1992; TOWNSON, 1993).

A hematofagia estd associada a diversas caracteristicas comportamentais, anatdmicas e
fisiolégicas dos mosquitos (CHEN; MATHUR; JAMES, 2008; WU; ZHANG, 2011). Entre
elas, podemos citar mandibulas modificadas para facilitar o acesso ao sangue; glandulas
salivares produtoras de moléculas anti-hemostasia; intestino médio com capacidade de
neutralizar ou resistir a reagdes imunoldgicas mediadas pelo sangue e otimizar a digestdo dos
componentes sanguineos (CHAPMAN; DOUGLAS; CHAPMAN, 2012; SIMPSON;
CHAPMAN, 2012). No entanto, ndo se sabe se as fémeas dos trés géneros que nao apresentam
hematofagia compartilham alguma(s) dessas caracteristicas.

Nas espécies que apresentam hematofagia, o sangue ingerido pelas fémeas € estocado e
digerido no intestino médio (GAIO et al., 2011; VEGA-RODRIGUEZ et al., 2014). E nesse
estdgio que os parasitos presentes no sangue se instalam no mosquito ao atravessarem o epitélio
intestinal e serem levados pela hemolinfa até as glandulas salivares, onde permanecerdo até
serem transmitidos para um novo hospedeiro durante a proxima picada (GAIO et al., 2011;
THAYER; TERZIAN; PRICE, 1971).

Apesar de sua importancia para a colonizagdo de parasitos no mosquito, o intestino médio
€ um Orgdo cuja biologia basica ainda ndo foi completamente entendida. A maioria das
pesquisas envolvendo o 6rgdo em mosquitos coloca em foco detalhes especificos de interagao
do parasito com os enterdcitos (TARACENA et al.,2018; VEGA-RODRIGUEZ et al., 2014),
tipo celular mais abundante no epitélio intestinal (CHAPMAN; DOUGLAS; CHAPMAN,
2012). Informagdes basicas, como a dindmica da formacdo do intestino médio desde a fase
larval até adulta, a interacdo entre os tipos celulares que formam o epitélio em cada um desses

estdgios, permanecem a serem esclarecidas.
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O presente estudo foi realizado com um representante anofelino (Subfamilia
Anophelinae), Anopheles gambiae; e dois representantes culicineos (Subfamilia Culicinae),
Aedes aegypti e Toxorhynchites theobaldi. Como visto anteriormente, os estagios do ciclo de
vida de An. gambiae e Ae. aegypti possuem dietas similares, com larvas detritivoras e fémeas
adultas hematofagas, enquanto 7. theobaldi apresenta larvas predadoras e adultos
exclusivamente fit6fagos/nectarivoros. Dessa forma, com o objetivo de investigar se ha
diferencas no padrdo de desenvolvimento do intestino médio entre as trés espécies e/ou se a
dieta € um fator que influencia nesse processo, foi feita uma analise morfoldgica comparativa

do 6rgao durante os estagios larval e pupal desses mosquitos.

1.2. ANOPHELINAE

A subfamilia Anophelinae (488 espécies reconhecidas atualmente) é uma linhagem
monofilética basal em relagdo a todos os outros Culicidae, e inclui os géneros Anopheles,
Bironella e Chagasia. Esses dois ultimos géneros ndo possuem importancia médica e
apresentam um pequeno numero de espécies em relacdo ao Anopheles, o qual representa a
maioria das espécies de anofelinos. Anopheles contém diversas espécies que transmitem
parasitas causadores de maldria a humanos e outros animais, além de um pequeno nimero de
espécies transmissoras de microfilérias e arbovirus (HARBACH, 2013).

As espécies de Anopheles, quando em estagio adulto, s@o facilmente reconheciveis por
apresentarem um corpo inclinado em angulo de 30/45° quando em posi¢do de pouso. As fémeas
depositam seus ovos um a um na superficie da dgua, os quais possuem flutuadores, permitindo
que eles permanecam na superficie. As larvas respiram através do tegumento, € ndo possuem
sifdo respiratorio, e as pupas possuem trompas respiratorias de aberturas amplas apicalmente
(SERVICE, 2012).

O An. gambiae é o principal vetor de maldria humana na Africa, onde a doenca é
estimada causar mais de um milhdo de mortes por ano (BASS et al., 2007; COLLINS, F H;
PASKEWITZ, 1996; SHIDRAWI, 1969; TUNO et al., 2010). Por esse motivo, a espécie foi
escolhida neste estudo como representante do género. An. gambiae € membro de um complexo
que inclui pelo menos sete espécies morfologicamente indistinguiveis pertencentes ao
subgénero Cellia (BASS et al.,2007).

A distribui¢do geografica de An. gambiae € praticamente restrita ao continente Africano,
especificamente na regido subsaariana (EL-BAHNASAWY; FADIL; MORSY, 2013;
LEVINE; PETERSON; BENEDICT, 2004; TUNO et al., 2010). Suas fases imaturas habitam

corpos temporarios de dgua doce, como depressdes, pocas e cascas de arvores. Essa
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caracteristica permite evitar predadores, uma vez que as larvas sdo capazes de se desenvolver
rapidamente (cerca de seis dias de ovo para adulto em condi¢des 6timas), possivelmente em
resposta a efemeridade desses criatérios (AGYAPONG et al., 2014; EL-BAHNASAWY;
FADIL; MORSY, 2013; WILDLING et al., 1995).

As fémeas adultas de An. gambiae tem preferéncia pelo hospedeiro humano para realizar
o repasto sanguineo. No entanto, existem indicagdes de que a espécie pode ser oportunista na
selecdo do hospedeiro, sendo influenciada pela disponibilidade do mesmo. As fémeas
comumente entram nas residéncias para picar ao por-do-sol, com pico dessa atividade ao
amanhecer (TUNO et al., 2010; WALTER REED ARMY INSTITUTE OF RESEARCH,
2016).

O patdgeno causador de maldria humana mais comum no continente africano é o
protozoario Plasmodium falciparum, conhecido por desenvolver a pior forma da doenca
(TWOHIG et al., 2019; SNOW et al., 2017) (Nchinda, 1998). A transmissiao do Plasmodium
pelo mosquito vetor se da pela hematofagia (TWOHIG et al., 2019; VEGA-RODRIGUEZ et
al., 2014). Dentro de 24 hs apds o mosquito picar € ingerir 0 sangue com o parasito, a fase
evolutiva do Plasmodium denominada gametdcito sofre fertilizagdo e se desenvolve em
oocinetos moveis, que invadem e atravessam o epitélio do intestino médio para alcancar a
lamina basal, onde se transformam em oocistos (VEGA-RODRIGUEZ er al., 2014). O
Plasmodium encontra varios obstaculos no interior do mosquito para prosseguir com seu ciclo.
Uma das principais barreiras € o epitélio do intestino médio, dentro do qual o parasita é atacado
pelo sistema imune do mosquito (OSTA et al., 2004; UKEGBU et al., 2017; VEGA-
RODRIGUEZ et al.,2014). O Plasmodium em estagio de esporozoito atinge a glandula salivar
entre 8-10 dias apds o repasto sanguineo, e sua transmissao a um novo hospedeiro ocorre apos
invasdo da saliva. Os parasitos presentes na saliva penetram nos vasos sanguineos do
hospedeiro durante um novo repasto, completando seu ciclo no mosquito (TWOHIG et al.,

2019; VEGA-RODRIGUEZ et al., 2014).

1.3. CULICINAE
Ae. aegypti e T. theobaldi pertencem a subfamilia Culicinae e possuem maior grau de
parentesco em relacdo a An. gambiae. Culicinae ¢ a maior subfamilia do tdxon Culicidae,

compreendendo cerca de 3077 espécies.
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1.3.1. AEDES

Atualmente sdo conhecidas 15 espécies de Aedes. Os adultos desse género possuem
corpo mais ou menos paralelo em relag@o a superficie quando em posi¢ao de pouso. As fémeas
depositam seus ovos em superficies umidas proximas a corpos d dgua, e esses ovos nao
possuem flutuadores, como visto para anofelinos. Assim que sdo submersos, ocorre sua eclosao.
Larvas de Aedes possuem sifdo respiratorio € as pupas possuem trompas respiratorias com
aberturas delgadas.

O Ae. aegypti é o principal vetor de arbovirus para o homem (GOMES, 1998; NENE et
al., 2007), sendo o transmissor mais importante dos virus Dengue (DENV), Febre Amarela
(YFV), Chikungunya (CHIKV) e Zika (ZIKV), causando sérios problemas de satde publica no
Brasil, em outros paises da América do Sul e no continente africano, com recorrentes surtos
epidémicos ocorrendo principalmente durante os periodos mais quentes e chuvosos (CALVEZ
etal.,2016; CARNEIRO; TRAVASSOS,2016; OLMO et al.,2018). Devido a sua importancia,
0 Ae. aegypti foi utilizado neste estudo como representante do género. A espécie € originaria
da Africa, de onde foi transportada passivamente pelo homem aos distintos continentes,
respeitando os limites geograficos impostos pela baixa temperatura. Hoje, sua distribui¢ao é
global (EL-BAHNASAWY; FADIL; MORSY, 2013; GOMES, 1998).

As fémeas de Ae. aegypti picam geralmente durante o dia, mas podem também picar a
noite (CHRISTOPHER, 1960). Apds picar e ingerir o sangue de uma pessoa infectada, o Ae.
aegypti adquire o virus contido no sangue. No intestino médio, o virus infecta as células
epiteliais, onde sofre intensa replicacdo (ROMOSER et al., 2004; SALAZAR et al., 2007). A
microbiota presente no intestino e o sistema imune do mosquito agem juntos nessa etapa na
tentativa de restringir a infeccdo. O intestino médio do mosquito constitui, dessa forma, o sitio
de entrada de arbovirus e a primeira barreira a disseminacao viral subsequente (CIRIMOTICH

etal.,2011; SALAZAR et al.,2007; TARACENA et al.,2018).

1.3.2. TOXORHYNCHITES
O mosquito T. theobaldi, ao contririo de An. gambiae e Ae. aegypti, ndo é vetor de
doencas. Devido a escassez de informacdes voltadas para culicideos ndo-vetores, como os do
género Toxorhynchites, sua classificacao taxondmica acabou passando por diversas mudancas
assim que novos estudos foram sendo realizados (HARBACH R, 2007; REIDENBACH et al.,
2009).
Toxorhynchites é encontrado em regides tropicais, subtropicais e temperadas do mundo.

Os principais ecossistemas que eles ocupam sao as florestas (SCHREIBER, 2007; STEFFAN;
13



EVENHUIS, 1981). Suas larvas geralmente habitam corpos d d4gua em buracos de drvores e
bambus, bainhas de folhas, fendas de rochas e recipientes artificiais (SCHREIBER, 2007).

Os mosquitos Toxorhynchites sdo os maiores ji identificados, e por isso recebem a
denominacdo de “mosquitos elefantes”. As larvas predadoras sdo grandes e apresentam cores
que variam entre a rosa, vermelha e roxa, o que as torna de facil identificagdo. Os adultos sdao
facilmente reconhecidos pelo grande tamanho e pela peculiar probdscide dobrada. O corpo é
coberto por escamas de cores vivas € 0s segmentos abdominais posteriores possuem tufos de
escamas laterais (HARBACH, 2013).

Os ovos de Toxorhynchites sdao ovais; brancos ou amarelos; e encontram-se flutuando na
superficie da dgua ou logo abaixo desta. O periodo de incuba¢do do ovo variar de acordo com
a temperatura, compreendendo geralmente de 40 a 60 horas. A viabilidade do ovo é de 57-
100%, e diminui com a idade da fémea em algumas espécies. O tempo da fase larval dependente
da espécie, temperatura e disponibilidade de alimento. O periodo pupal ocorre entre 3-12 dias
e depende principalmente da temperatura (STEFFAN; EVENHUIS, 1981).

Diferentemente das larvas da maioria dos outros mosquitos, que sdo tipicamente
detritivoras, as larvas de Toxorhynchites sdo predadoras e possuem aparelho bucal mastigador,
especializado na captura de presas (WRBU, 2019). Sua estratégia de predagdo é de senta-e-
espera. Cerdas presentes no corpo larval auxiliam na detec¢ao de movimentos na dgua, os quais
funcionam como sinais de aviso de quando o alvo se aproxima. As presas sdo pequenos
invertebrados aquaticos, principalmente larvas de outros mosquitos (COLLINS, LARISSA E;
BLACKWELL, 2000; STEFFAN; EVENHUIS, 1981).

Por serem predadoras, larvas de Toxorhynchites sao passiveis de utilizacdo em estudos de
controle bioldgico de larvas de culicideos de importancia médica, ja que ambas compartilham
0s mesmos tipos de criadouros. No entanto, o uso de Toxorhynchites como agente de controle
bioldgico exige um vasto conhecimento a respeito de sua biologia, principalmente no tocante a
alimentacao e reproducdo (COLLINS, LARISSA E; BLACKWELL, 2000; HARBACH, 2013;
STEFFAN; EVENHUIS, 1981).

Outra caracteristica marcante de Toxorhynchites relacionada a alimentacdo € a auséncia
do comportamento de hematofagia nas fémeas adultas (GOUVEIA DE ALMEIDA, 2011;
SCHREIBER, 2007) (WRBU, 2019). Nesse caso, a matura¢cdo dos ovérios ndo depende de
repasto sanguineo, €, na fase adulta, tanto o macho quanto a fémea de Toxorhynchites se
alimentam exclusivamente de néctar e de outras substincias acucaradas (GOUVEIA DE

ALMEIDA, 2011; STEFFAN; EVENHUIS, 1981) (WRBU, 2019).

14



Como o género ndo estd incluido na lista de “espécies-praga”, e ndo € vetor de
patogenos, tanto em animais quanto em plantas, a biologia geral e a posicao filogenética de
Toxorhynchites tém sido negligenciadas. Excegdes foram algumas descricdes de aspectos
particulares da biologia de algumas espécies, somado a um pequeno numero de estudos
filogenéticos (COLLINS, LARISSA E; BLACKWELL, 2000; GODOY; FERNANDES;
MARTINS, 2015; ZHOU et al., 2014). Portanto, ¢ de grande importancia a investigacdo da
morfologia e fisiologia do 6rgdo digestivo de Toxorhynchites, a fim de revelar que tipos de
modificacdes relacionadas com a dieta podem ter ocorrido durante sua evolu¢do, em todas as
suas fases de desenvolvimento. Dessa forma, 7. theobaldi foi utilizado neste estudo como

representante do género.

1.4. O INTESTINO MEDIO DOS MOSQUITOS

O intestino médio dos mosquitos é constituido de um tubo formado por um epitélio
simples, responsavel pela sintese de enzimas digestivas e absor¢cao dos produtos digeridos; e
duas camadas de tecido muscular, com fun¢des de peristaltismo e suporte ao 6rgao. As células
mais abundantes do epitélio intestinal sdo as digestivas, também chamadas de enterdcitos. Essas
sdo prismaticas e apresentam microvilosidades em sua por¢do apical, enquanto na regido
basolateral, se observam inumeras invaginagdes de membrana, que constituem o labirinto.
Além das células digestivas, o epitélio do intestino médio é composto de mais dois tipos
celulares, as células regenerativas e enteroenddcrinas (BILLINGSLEY, P., 1990; BROWN;
RAIKHEL; LEA, 1985; CHAPMAN; DOUGLAS; CHAPMAN, 2012), que serdo descritas
adiante.

O intestino médio do estagio larval dos mosquitos é composto por uma regido inicial
contendo projecdes em forma de sacos denominada ceco gastrico, € um tubo ou ventriculo que
compreende quase toda a extensdo do 6rgdo. O ventriculo, por sua vez, € subdividido em duas
regides morfologicamente distintas: intestino médio anterior e intestino médio posterior
(CHAPMAN; DOUGLAS; CHAPMAN, 2012). Durante o periodo de pupa, o intestino médio
nao possui um formato definido, pois sofre uma transi¢cao da fase larval para o seu formato final
no mosquito adulto (FERNANDES et al., 2014).

Nos mosquitos adultos, o intestino médio ndo possui ceco gastrico, € o tubo ou
ventriculo também se subdivide em regides anatomicamente distintas: a regido anterior, delgada
e diametralmente homogénea; e a posterior, dilatada e de formato eliptico. Nas fémeas adultas
hematdfagas, a regido posterior é volumosa e forma um saco expansivel, que participa

ativamente do armazenamento e da digestdo de sangue (BILLINGSLEY, P., 1990;
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CHAPMAN; DOUGLAS; CHAPMAN, 2012). Nos mosquitos adultos de Toxorhynchites
theobaldi nao-hematéfagos, o intestino médio, tanto das fémeas quanto dos machos, é
subdividido em trés regides ao invés de duas: o intestino médio anterior 1 (IMA1), curto,
dilatado e com pregas; o intestino médio anterior 2 (IMA?2), longo e delgado; e o intestino
médio posterior (IMP), por¢do mais dilatada dos trés. Diferentemente do intestino médio das
fémeas hematofagas, cujo IMP € expandido, o IMP de fémeas de Toxorhynchites theobaldi é
relativamente reduzido (GODOY; FERNANDES; MARTINS, 2015).

Nas fémeas hematofagas, o sangue € armazenado no IMP apds o repasto sanguineo.
Durante o preenchimento dessa regido com sangue, as células epiteliais sofrem estresse
mecanico, passando do formato cilindrico ao achatado, e secretam uma matriz extracelular
denominada matriz peritréfica (BILLINGSLEY, P., 1990; HEGEDUS et al., 2009). Muitas
funcdes tém sido propostas para a matriz peritréfica dos mosquitos como: protegcao das células
epiteliais contra abrasdo; defesa contra patogenos; e filtro semipermeével para as proteinas do
sangue e enzimas digestivas (BILLINGSLEY, P., 1990; HEGEDUS et al., 2009; LEHANE,
2002).

1.5. CELULAS ENTEROENDOCRINAS

O intestino médio é o maior 6rgdo enddcrino dos mosquitos devido a abundancia de
células enteroenddcrinas que possui. Estas sintetizam e secretam hormonios peptideos
encontrados em mamiferos, como por exemplo, o polipeptideo pancredtico e o FMRFamida
(fenilalanina-metionina-arginina-fenilalanina-amida) (MOFFETT; MOFFETT, 2014). Estima-
se que ha pelo menos 500 células enteroenddcrinas no intestino médio de fémeas de Ae. aegypti
adultos recém-emergidos (BROWN; RAIKHEL; LEA, 1985; GLATTLI; RUDIN; HECKER,
1987; MOFFETT; MOFFETT, 2014).

Apesar de representarem um nimero expressivo no intestino médio dos mosquitos, a
funcdo dessas células ainda ndo é bem conhecida. No entanto, presume-se que as células
enteroenddcrinas funcionem regulando as funcdes do epitélio digestivo e das células
musculares adjacentes, além de secretarem na hemolinfa hormonios que atuam no sistema
nervoso central, em outras regides do sistema digestivo e no corpo gorduroso. Esses hormonios
provavelmente integram informacdes sobre o tipo, volume e composicao do alimento ingerido
(MOFFETT; MOFFETT, 2014).

Células enteroenddcrinas FMRF-positivas estdo concentradas no intestino médio
posterior tanto nas fémeas hematéfagas de Ae. aegypti como em fémeas e machos de T.

theobaldi (GODOY; FERNANDES; MARTINS, 2015). Nao se sabe se ha um nimero maior
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de células enteroenddcrinas de todos os tipos nessa regido, ou se ocorre uma divisao de fungao,
com as células enteroenddcrinas secretoras de FMRF sendo tipicas do intestino médio posterior.
Células enteroenddcrinas FMRF-positivas também ocorrem em outras fases do
desenvolvimento de Ae. aegypti, e sua quantidade € varidvel entre as fases e com idade das
fémeas adultas. O numero dessas células € baixo em larvas e pupas (cerca de poucas dezenas),
e aumenta apds a emergéncia do adulto (BROWN; CRIM; LEA, 1986; FERNANDES et al.,
2014; MOFFETT; MOFFETT, 2014).

1.6. CELULAS REGENERATIVAS

As células regenerativas ou células-tronco encontram-se na regido basal do epitélio de
todo o intestino médio dos mosquitos (BROWN; RAIKHEL; LEA, 1985). Essas células sao
fundamentais para o desenvolvimento e metamorfose do intestino médio dos mosquitos devido
a sua capacidade de proliferacdo e diferenciagcdo, eventos necessdrios para a renovagao do
epitélio digestivo (BILLINGSLEY, P. F.; LEHANE, 2011; FERNANDES et al., 2014).

Apesar de sua importancia, ainda ndo ha um método para detec¢do dessas células no
epitélio intestinal que permita acompanhar mudancas em termo de numero, localizagdo e
proliferacdo durante o desenvolvimento do intestino médio em mosquitos. Em D.
melonogaster, a proteina escargot; fator de transcri¢ao que impede a diferenciacao das células
regenerativas, mantendo-as como tronco; foi descoberta como um excelente marcador desse
tipo celular (KORZELIUS et al.,2014). Anélises do transcriptoma de An. gambiae (PADRON
et al.,2014) e de T. theobaldi (dados ainda ndo publicados) mostraram que escargot também ¢
sintetizada no intestino médio, mas ainda ndo foi testado se essa proteina serviria como
marcador de células regenerativas também em mosquitos.

As células diferenciadas do epitélio digestivo ndo sdo capazes de dividir, funcdo que é
realizada apenas pelas células regenerativas (CHAPMAN; DOUGLAS; CHAPMAN, 2012).
Por esse motivo, 0 método disponivel para detectar esse tipo celular em mosquitos € a marcagao
de células em mitose, através da utilizacdo de reagentes como o anticorpo anti-fosfohistona H3.
Este identifica um evento de modificagdo poés-traducional tipico do processo de mitose,
correspondente a fosforilacao das histonas do tipo H3 dos nucleossomos (HANS; DIMITROV,
2001). A desvantagem de utilizagdo desse marcador € que ele se limita a detectar células
regenerativas que se encontram em processo de divisao. Porém, ele permite identificar em quais
fases do desenvolvimento e em que regides especificas ocorrem os eventos de proliferagao do

Orgdo em mosquitos.
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1.7. MODIFICACOES DO INTESTINO MEDIO DURANTE O DESENVOLVIMENTO
POS-EMBRIONARIO

Durante a metamorfose dos insetos holometdbolos, o trato gastrointestinal ¢é
completamente remodelado através de eventos de morte celular, proliferacdo e diferenciacdo.
Esse remodelamento esta ligado a alteracdes no comportamento do inseto, principalmente em
relacdo a alimentacdo, a qual geralmente € diferente entre larva e adulto (BUSZCZAK;
SEGRAVES, 2000). No caso dos mosquitos hematéfagos, como Ae. aegypti e An. gambiae, a
alimentacdo larval, que € baseada em matéria organica em decomposicao, passa a ser de fluidos
vegetais e sangue de vertebrados nos adultos (HAKIM; BALDWIN; SMAGGHE, 2009;
NISHIURA; HO; RAY, 2003; RAY et al.,2010). Em Toxorhynchites, as larvas possuem uma
dieta solida, rica em proteinas, e os adultos se alimentam de fluidos agcucarados (FOCKS, 2007;
SCHREIBER, 2007; STEFFAN; EVENHUIS, 1981).

D. melonogaster € o representante da ordem Diptera cujo desenvolvimento do intestino
médio foi estudado em maior profundidade, tanto no quesito molecular quanto morfolégico.
Por isso, para basear o desenvolvimento pds-embriondrio do intestino médio de mosquitos,
usaremos esta espécie como modelo. Em D. melonogaster, as células-tronco do endoderma
originam o epitélio do intestino médio larval, com seus trés tipos celulares (células digestivas,
enteroenddcrinas e regenerativas). Nao ocorre renovacdo do epitélio intestinal a cada ecdise
entre os estagios larvais. Nesse periodo, o crescimento do intestino se da principalmente pelo
aumento do tamanho das células digestivas pré-existentes (BUCHON et al., 2013;
TAKASHIMA et al., 2011; ZENG; HOU, 2012). Ao mesmo tempo, ocorre um aumento
progressivo do numero de células regenerativas, que sofrem intensos eventos de mitose,
alcangando o numero maximo no fim do ultimo estagio larval. No periodo préximo a transi¢ao
larva-pupa, as células regenerativas se organizam de forma peculiar, formando ninhos de
disposic¢do circular na regido basal do epitélio digestivo. Em Ae. aegypti, divisdes das células
regenerativas foram detectadas em L4 (48 horas apds a ecdise), o que representa uma
preparacdo para a formacdo das novas células do intestino do adulto durante a fase de pupa
(FERNANDES et al.,2014; HAKIM; BALDWIN; SMAGGHE, 2009; RAY et al., 2010).

Durante a fase de pupa de D. melonogaster, ocorrem duas trocas de epitélio digestivo.
O epitélio larval € descartado e substituido por um epitélio pupal, de vida curta, que logo é
também descartado e envolve externamente o epitélio larval em degeneracdo, denominado
corpo amarelo. Antes de cada evento de descarte do tecido, as células do epitélio novo j4 se

encontram pré-formadas na regido basal. Provavelmente, esses epitélios descartados sdo
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reaproveitados como fonte de energia para a pupa. O segundo epitélio formado na fase de pupa
€ o definitivo, que perdurard na fase adulta (TAKASHIMA et al.,2011). Em mosquitos, ainda
ndo se sabe se o tecido epitelial € trocado uma ou duas vezes apds formacgao do intestino médio
larval.

Em Ae. aegypti recém-emergido, algumas células regenerativas do epitélio do intestino
médio ainda sofrem mitose, mas em adultos com mais de cinco dias as células parecem perder
a capacidade de divisao (FERNANDES et al., 2014). Diferentemente, em D. melonogaster as
células regenerativas mantém a capacidade proliferativa, e € comum encontrar figuras de mitose

nos adultos.
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3. CAPITULO 1

Morfologia comparativa do intestino médio larval de Anopheles gambiae, Aedes aegypti e

Toxorhynchites theobaldi (Diptera, Culicidae)

Resumo

O intestino médio da fase larval dos mosquitos € responsavel pela digestao e absor¢cao da maior
parte dos nutrientes que sustentardo os eventos da metamorfose e a vida adulta do inseto. Apesar
de sua importancia, a fase larval dos mosquitos é negligenciada, e os estudos envolvendo o
orgdo tem focado principalmente em fé€meas adultas das espécies de importancia médica,
deixando uma lacuna no entendimento de sua morfofisiologia nos demais estagios do ciclo de
vida desses insetos. No intuito de preencher essa lacuna, foi realizada uma investigacao
morfofisioldgica comparativa do intestino médio larval dos trés mosquitos de diferentes
géneros Anopheles gambiae, Aedes aegypti, € Toxorhynchites theobaldi. T. theolbadi possui
dieta predatdria, em contraste com a dieta detritivora das outras duas espécies. Neste estudo,
foi visto que as trés espécies de mosquitos compartilham caracteristicas histolégicas basicas do
orgdo, mas diferem em outras, as quais foram relacionadas tanto ao parentesco filogenético
como aos distintos tipos de dieta. A histoquimica do intestino médio larval de An. gambiae
indicou a existéncia de um metabolismo de lipideos e carboidratos diferente daquele de Ae.
aegypti e An. gambiae. O ceco gastrico foi o compartimento que mais variou entre as espécies,
e mostrou particularidades que provavelmente estdo relacionadas a composi¢do quimica da
dieta. A matriz peritrofica foi morfologicamente similar nas trés espécies, € 0s processos
envolvidos no desenvolvimento pds-embriondrio do O6rgdo, como diferenciacdo celular,
proliferacdo e apoptose, também foram semelhantes. Células enteroenddcrinas FMRF-positivas
apareceram agrupadas no intestino médio posterior de 7. theobaldi, mas individualizadas em
An. gambiae e Ae. aegypti. Este trabalho permitiu supor que a condi¢do predadora na fase larval

pode ser uma caracteristica ancestral na histdria evolutiva dos mosquitos.

1. Introducao
A evolugdo dos mosquitos (Diptera, Culicidae) tem sido alvo de constante investigagdo em
diversos trabalhos através da utilizacdo de ferramentas de biologia molecular. No entanto,

propostas filogenéticas divergentes foram geradas, e o entendimento da histdria evolutiva desse
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tdxon permanece incerta '~. Sabe-se que a morfologia é uma das ferramentas uteis para o
entendimento de processos evolutivos dos organismos °. Nesse sentido, o estudo comparativo
da morfologia de diferentes espécies de mosquitos, e sua unido com dados filogenéticos, torna-
se uma importante estratégia no intuito de decifrar os passos evolutivos desses insetos.

Uma das pautas de investigacdo das andlises filogenéticas de Culicidae diz respeito a
evolu¢do do habito alimentar de seus individuos 7. Como a morfofisiologia do trato digestivo
reflete mudancas no hébito alimentar 8, e o intestino médio € o érgao responsavel por quase a
totalidade do processo digestivo em mosquitos *!°, ele foi utilizado neste trabalho como
indicador de mudancas evolutivas. A fase larval dos insetos holometabolos, como € o caso dos
culicideos, é considerada a fase onde o0s recursos necessarios para O crescimento e
desenvolvimento do inseto sdo recrutados, os quais serao utilizados para desencadear a
metamorfose e suprir a fase adulta, encarregada pela reproducgdo ''. Dessa forma, devido ao
maior envolvimento com o processamento de nutrientes, os quais serdo utilizados por toda a
vida do organismo, o intestino médio da fase larval dos mosquitos foi o objeto do presente
estudo.

O desenvolvimento larval dos mosquitos envolve 4 estagios e, portanto, trés eventos de
ecdise. Neste trabalho, foram escolhidas trés espécies de mosquitos consideradas
filogeneticamente distantes 2 para tracar um panorama morfofisiologico geral do intestino
médio de larvas de terceiro e quarto instares. A escolha dos dois tultimos instares foi baseada
nas ja conhecidas alteragdes do 6rgdo em estagio de L4 para a pupacdo, o que poderia refletir
em mudancgas morfolégicas 3. Dentre as espécies estudadas, estdo Anopheles gambiae e Aedes
aegypti, mundialmente conhecidas pela transmissdo de doencas a humanos !+1¢; e
Toxorhynchites theobaldi, mosquito sem importancia médica, mas pertencente a um género que
exibe uma variedade de caracteristicas tinicas em relacdo a maioria dos culicideos ®!7.

Em meio as caracteristicas unicas de Toxorhynchites, suas larvas possuem habito
alimentar diferente das larvas da maioria dos culicideos, como An. gambiae e Ae. aegypti 718,
Estas ultimas passam quase todo o tempo a procura de alimento; o qual abrange detritos
organicos, bactérias e fungos presentes na dgua '°. No entanto, as larvas de 7. theobaldi sdo
predadoras, com comportamento de “senta e espera”. Suas presas sdo invertebrados aquaticos
em movimento, incluindo larvas de outros mosquitos 22!, que normalmente sdo engolidas
inteiras. Os mosquitos Toxorhynchites também apresentam tamanho corporal maior quando

comparados a An. gambiae e Ae. aegypti, em todas as fases do desenvolvimento pOs-
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embriondrio -8, Por ser uma espécie tao diferente, o estudo do intestino médio de larvas de 7.
theobaldi gerou pistas que podem auxiliar o entendimento da histéria evolutiva dos mosquitos.

O intestino médio dos mosquitos em fase larval é formado por trés regides distintas
morfologicamente. No eixo anteroposterior, encontra-se primeiramente o ceco gastrico, que €
seguido pelo intestino médio anterior, o qual, por sua vez, precede o intestino médio posterior
222240 ceco gastrico se conecta anteriormente a cérdia, estrutura que produz uma membrana
extracelular composta de quitina e proteinas ao redor do bolo alimentar que a atravessa, a matriz
peritréfica 2+%6. Esta impede o contato direto do alimento com as células epiteliais, e
compartimentaliza o processo digestivo gerando os espagos endo e ectoperitréficos, o que
aumenta sua eficiéncia 227,

Todas as trés regides do intestino médio larval de mosquitos sdo compostas de tecidos
epitelial e muscular 1922, O epitélio digestivo possui uma tnica camada de células em toda a sua
extensdo, formada principalmente por enterdcitos ou células digestivas, que estdo sempre em
contato com a lamina basal e com o limen; e também por células regenerativas e
enteroenddcrinas, localizadas na por¢ao mais basal do tecido. A camada epitelial € circundada
externamente por musculos circulares e longitudinais, os quais se intercruzam formando uma
malha que da suporte mecénico e funcional ao 6rgdo digestivo 228, Apesar da importancia do
intestino médio para estudos em mosquitos, pois € através dele que patdgenos como DENV 415
e Plasmodium '° invadem os tecidos internos das fémeas adultas e as tornam aptas para a
transmissdo de doengas, muitos aspectos da biologia basica do 6rgdo e sua dindmica funcional
ainda ndo sdo conhecidos.

Com o objetivo de atualizar os dados acerca da morfologia e desenvolvimento do
intestino médio de mosquitos durante a fase larval, além de unir dados moleculares e funcionais
conhecidos com dados morfoldgicos, foi feito um apanhado comparativo do 6rgéo entre as trés
espécies citadas. As trés partes anatomicas do intestino médio larval foram analisadas
comparativamente e, por fim, foram investigados a ocorréncia de células enteroenddcrinas
FMRF-positivas e os dois principais eventos celulares relacionados ao desenvolvimento dos

orgaos, apoptose e divisao celular.

2. Material e Métodos

2.1. MOSQUITOS
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2.1.1. An. gambiae

Larvas nos estdgios de L3 e L4 (essa ultima até no maximo 30 h ap6s ecdise de L3 para
L4) foram obtidas no insetdrio do Johns Hopkins Bloomberg School of Public Health,
Baltimore, Estados Unidos da América. Elas foram criadas em bandejas de plastico contendo
agua limpa declorada desde a fase de ovo e alimentadas com racdo de tartaruga. As bandejas

foram mantidas em ambiente com temperatura controlada de 26 + 2 °C e fotoperiodo de 12 h.

2.1.2. Ae. aegypti

Larvas nos estdgios de L3 e L4 (essa ultima até no maximo 36 h ap6s ecdise de L3 para
L4) da linhagem PPCampos (Campos dos Goytacazes, RJ) foram obtidas no insetdrio do
Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de Vicosa, Brasil. Elas também foram
criadas em bandejas de plastico contendo dgua limpa declorada desde a fase de ovo e
alimentadas com ra¢do de tartaruga Nutral Ouro (Brasil Ltda.). As bandejas foram mantidas em

incubadora com temperatura de 26 + 2 °C, umidade de 60% e fotoperiodo de 12 h.

2.1.3.T. theobaldi

Larvas nos estagios de L3 e L4 foram coletadas na Mata do Paraiso, Universidade Federal
de Vigosa, Brasil. A preparacdo para a coleta foi feita distribuindo-se baldes pretos proximos a
troncos de arvores no interior de mata fechada. Inicialmente, os baldes-armadilha foram
abastecidos com agua de torneira, mas depois foram mantidos com agua da chuva e triados
mensalmente a procura de larvas. O material obtido em cada coleta foi trazido para o insetdrio
do DBG. As larvas foram criadas individualmente em pequenos potes de plastico contendo
agua declorada, e alimentadas com larvas de Ae. aegypti (PPCampos) e mantidas em sala sem
controle de temperatura ou luminosidade, de forma a manter as condi¢Oes de crescimento

proximas a da natureza.

2.2. HISTOLOGIA
Intestinos médios de larvas L3 e L4 foram dissecados em PBS (0.1 M NaCl, 20 mM
KH2PO4, e 20 mM Na,HP,; pH 7.6), com auxilio de Microscépio Estereoscopico, e fixados
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em solucdo fixadora de Zamboni (paraformaldeido 4% e 4cido picrico 0.4% em PBS) por duas
horas. Para An. gambiae e Ae. aegypti, foram utilizados 25 intestinos para cada estdgio larval.
A amostragem de 7. theobaldi foi de oito intestinos por estdgio larval, devido a dificuldade na
obtencdo de seus exemplares.

As amostras foram lavadas em PBS, e submetidas a desidratacdo em série etandlica
sendo mantidas por 10 minutos em cada uma das concentracdes crescentes (70, 80,90 e 100%).
Apoés a desidratacdo, o material foi embebido em Historesin (Leica), sem acréscimo de
catalisador e deixado overnight, para posterior inclusdo. Sec¢des em série (2.5 um) das
amostras foram obtidas em micrétomo automético (Leica) com navalha de vidro. As sec¢des
foram acomodadas em laminas de vidro e coradas com hematoxilina e eosina (HE) e azul de
toluidina. As secgdes coradas foram cobertas por laminula de vidro utilizando-se meio de
montagem Eukitt (Fluka), visualizadas em microscopio optico Olympus BX53 e fotografadas
com camera Olympus DP 73 do Laboratério de Sistematica Molecular da Universidade Federal

de Vicosa.

2.3. HISTOQUIMICA

23.1. Proteinas totais

Parte das sec¢Oes obtidas no passo anterior foram submetidas a técnica histoquimica de
azul de bromofenol, que evidencia proteinas totais. As laminas foram incubadas com soluc¢ao
de merctrio bromofenol por uma hora, e em seguida, lavadas por 10 min em 4cido acético 0,5%
dissolvido em 4gua destilada por 10 minutos. Posteriormente, as 1aminas foram lavadas em

agua corrente por 2 horas, € montadas como descrito no item 2.2.
2.3.2. Lipideos

Oito intestinos médios de cada fase larval de An. gambiae, Ae. aegypti e T. theobaldi
foram dissecados e fixados em glutaraldeido 2.5%; seguido de pds-fixacdo com tetréxido de
0smio 1% em PBS por 40 minutos ao abrigo da luz. Apds esse passo, os intestinos foram
lavados em PBS e submetidos aos processos de desidratacdo e inclusdo. Secgdes (5 pm) foram

montadas com sacarose 30% em agua destilada, e fotografadas como descrito no item 2.2.
2.3.3. Carboidratos neutros

Parte das seccdes foram submetidas a técnica histoquimica de Periodic Acid Shiff (PAS)

para evidenciar carboidratos neutros. Regides ricas em carboidratos neutros, como o glicogénio
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e mucopolissacarideos, adquirem uma coloracdo magenta. As laminas histoldgicas foram
incubadas com solu¢do aquosa de 4cido periddioco 1% durante 20 minutos. Apds a incubagao,
elas foram lavadas em dgua destilada (tr€s banhos de 10 minutos), e tratadas com reativo de
Shiff durante 45 minutos. Seguiu-se novo processo de lavagem, porém em &4gua corrente,
durante 15 minutos. Por fim, as sec¢des foram contracoradas com hematoxilina, montadas e

fotografadas como descrito no item 2.2.

24. MONTAGEM TOTAL

24.1. Matriz peritréfica

As matrizes peritréficas de larvas L4 (quinze de Ae. aegypti e dez de T. theobaldi) foram
removidas com o auxilio de pingas, fixadas como descrito no item 2.2 e incubadas com WGA
(Wheat germ agglutinin, dilui¢do 1:500, Sigma Aldrich,) por 30 minutos. O WGA € uma lectina
do germe de trigo com afinidade especifica de ligacio com o carboidrato N-acetil-D-
glicosamina, o qual é o mondmero do polissacarideo quitina, envolvido na composi¢do das
matrizes peritréficas de insetos °. As amostras foram lavadas em PBS e, em seguida, montadas
com laminula de vidro utilizando-se solu¢do de Mowiol (Sigma-Aldrich Brasil Ltda, Sao Paulo,
SP). As laminas foram fotografadas em microscopio confocal de varredura a laser LSM 510

META Zeiss do Nucleo de Microscopia e Microandlise da Universidade Federal de Vigosa.

24.2. Tecido muscular

Para visualizac@o do tecido muscular dos mosquitos, foi utilizado o reagente Phalloidin-
Alexa 546 (1:40, Life Technologies), marcador especifico para filamentos de actina, os quais
estdo presentes em grande quantidade em miofibrilas musculares *. As amostras foram
dissecadas e fixadas como no item 2.2, lavadas em PBS e incubadas com o reagente em questao
por 40 minutos. Apds incubagdo, as amostras foram lavadas em PBS, incubadas por 40 minutos
com o intercalante nuclear TOPRO3 (1:1000, Thermo Fisher Scientific), lavadas novamente
em PBS e finalmente montadas como no subitem anterior. Foram utilizados oito intestinos

médios por estdgio larval de Ae. aegypti, e cinco de T. theobaldi.

2.5. IMUNOFLUORESCENCIA

2.5.1. Mitose e células enteroendocrinas FMRF-positivas
Intestinos fixados foram lavados em PBS (item 2.2) e tratados com PBST (Triton X-

100 1% em PBS) por trés vezes de 30 minutos. Em seguida, as amostras foram incubadas
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overnight a 4°C com os anticorpos primarios diluidos em PBS: Anti-phospho histone H3
(1:100, Cell signaling); e anti-FMRF-amide (1:500, Genetex). No dia seguinte, as amostras
foram lavadas, e incubadas em camara escura com anticorpo secunddrio 1gG FITC (1:200,
Genetex). No terceiro dia de processamento, as amostras foram lavadas e incubadas com
Phalloidin-Alexa 546 (1:40, Life Technologies) por 40 minutos, e TO-PRO3 (1:1000, Thermo
Fisher Scientific) por 30 minutos. Por fim, as amostras foram submetidas ao ultimo processo
de lavagem por trés vezes de oito minutos, € montadas em ldminas como descrito no subitem
2.4.1.1. e fotografadas (item 2.4). Foram utilizados 25 intestinos de cada estagio (L3 e L4) por

anticorpo primario no caso de Ae. aegypti, e oito para T. theobaldi.

2.5.2. Apoptose

Intestinos médios de Ae. aegypti e T. theobaldi foram dissecados em PBS e imediatamente
incubados com o reagente Cell Event Caspase3/7 (1:350, Invitrogen) por 30 minutos em camara
escura. Apds a incubacgdo, as amostras foram fixadas em formaldeido 3,7% por 30 minutos,
lavadas em seguida por 3 vezes de 5 minutos, e incubadas com Alexa Fluor 546 Phalloidin
(1:50, Life Technologies) por 40 minutos. Finalmente, as amostras foram lavadas, montadas e
fotografadas como mencionado no subitem 2.4.1. O nimero de amostras analisadas foi o

mesmo do subitem 2.5.1.

3. Resultados

3.1. MORFOLOGIA

O intestino médio larval (Fig. 1A) de Anopheles gambiae (Fig. 1B), Aedes aegypti (Fig.
1C), e Toxorhynchites theobaldi (Fig. 1D) aumenta em tamanho do estdgio de L3 para L4, mas
sua morfologia externa e histologia permanecem as mesmas (Figs. suplementar 1, e
suplementar 2A). Porém, comparando entre espécies, o tecido preserva caracteristicas
histologicas basicas (Fig. 1E), mas difere em algumas caracteristicas, as quais serdao descritas
adiante.

Levando em consideracdo as trés regides do intestino médio larval, cada uma possui
epitélio com morfologia tipica, e por isso, sua descricao foi dividida por partes. Por fim, o tecido
muscular do intestino médio larval e a matriz peritrofica foram analisados comparativamente

entre as espécies e descritos posteriormente.

3.1.1. Epitélio do ceco gastrico (GC)
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O ceco gastrico dos dois estdgios larvais das trés espécies € facilmente identificado pela
sua estrutura em forma de sacos (Fig. 1). As células digestivas dessa regido sdo geralmente
achatadas, com nucleos também achatados. O citoplasma € predominantemente bésico, € a
borda em escova € basica e alta. O labirinto basal ocupa grande parte das células, e possui
invaginagdes emaranhadas e distorcidas em diversas direcoes (Fig. 2A-F).

Em ambos os estagios larvais das trés espécies, o citoplasma dos enterdcitos do GC é
fortemente marcado para proteinas, e a borda em escova também se apresenta fortemente
corada (Fig. 3B, 3D inset, e 3E). Quanto a histoquimica utilizando PAS (controle positivo esta
representado na fig. suplementar 2H), o citoplasma dos enterdcitos € fortemente PAS-positivo
em Ae. aegypti (Fig. 12B) e T theobaldi (Fig. 3F e 12C), apresentando uma marcacao granulosa
em grande parte das células. Diferentemente, em An. gambiae, foram detectados apenas alguns
granulos individualizados, os quais foram restritos a algumas células (Fig. 12A). Granulos
citoplasmaticos positivos para 6smio foram encontrados apenas em 7. theobaldi, e foram
distribuidos tanto na regido do labirinto basal quanto no apice das células (Fig. 3H-I).

O GC ¢ amarelo-claro em Ae. aegypti e An. gambiae quando visto a0 microscopio
estereoscopico, da mesma cor do restante do intestino médio (Fig. 1B e C). No entanto, em 7.
theobaldi, ele aparece cinza escuro ou negro devido ao conteudo presente no limen dessa regido
(Fig. 1D e suplementar 3A-E). Devido a esta caracteristica, durante a dissec¢do das larvas de
T. theobaldi, foi possivel relacionar a morfologia do intestino médio anterior e posterior com a
do ceco géstrico. Nas amostras onde o limen intestinal se encontrava mais vazio € com
conteudo negro, o GC se apresentou mais protuberante (Figura suplementar 3 A-E).

O contetido do lumen do GC de L3 e L4 das trés espécies € geralmente granuloso (Fig.
3A-E e G). Em An. gambiae e T. theobaldi, ele apresentou um coldide contendo granulos
amarronzados (Fig. 3A e 3G). Diferentemente, em Ae. aegypti, a maioria dos granulos
detectados no GC foram eosinofilicos (Fig. 3D). Os granulos do GC das trés espécies foram
PAS e bromofenol-positivos (Fig. 3B e C, e 3E-G). Pequenos granulos amarronzados, da
mesma cor do conteido luminal, foram vistos no interior de células digestivas do GC de 7.
theobaldi (Fig. 3G inset).

A entrada do ceco gastrico possui uma membrana acelular que isola seu contetido do
espaco ectoperitréfico *. Ela € facilmente detectada em An. gambiae através das coloracdes
convencionais (Fig. 4D). Diferentemente, em Ae. aegypti e T. theobaldi, a membrana cecal nao
corou com coloragdo convencional. Porém, nesse ultimo, foi possivel identifica-la ainda assim

devido a presenca do coldide amarronzado (Fig. 4E). Nas trés espécies, essa estrutura é PAS-

31



positiva (Fig. 4A-C e 4G) e azul-clara quando corada com azul de bromofenol (Fig. 4F e 4H).
Em An. gambiae, a membrana cecal aparece como uma camada linear espessa (Fig. 4B e 4D),
enquanto em Ae. aegypti e T. theobaldi, ela € amorfa e de aspecto distorcido (Fig. 4A, 4C, 4E
e 7F). A membrana cecal se origina sempre a partir de um grupo de células delgadas cuja
morfologia € similar nas duas fases das trés espécies (Fig. 4H-J).

As regiodes de epitélio entre cardia e GC, e entre este ultimo e o intestino médio anterior
(AMQ) diferiram entre as espécies (Fig. suplementar 5). Em ambos os estagios larvais de 7.
theobaldi, a regido de transic¢do entre cardia e GC € morfologicamente idéntica ao AMG (Fig.
5C e F). Adicionalmente, nesta espécie, a transi¢do entre GC e AMG ¢é abrupta, ndo sendo
identificado nenhum tipo celular diferente antes das células que dao origem a membrana cecal
(Fig. 5C e F). Em An. gambiae e Ae. aegypti, existe um epitélio de transicdo entre as células
que originam a membrana cecal e 0 AMG, e entre estas e a cirdia (GC-out). No entanto, a
morfologia do epitélio difere nas duas espécies. As células da transicdo em An. gambiae
lembram a morfologia das células da camara do GC, achatadas e com borda em escova alta
(Fig. SA e D). Contrariamente, em Ae. aegypti, elas sdo pequenas, cubicas, e possuem
irregularidades na por¢ao apical, sendo diferentes das células do interior da cAmara (Fig. 5B, C
e E). Tanto em An. gambiae quanto em Ae. aegypti, as células dessa regido de transi¢do estao
internalizadas no compartimento do GC, no entanto, nesta ultima, elas se organizam de forma
mais complexa, aparentando a formac¢ao de uma camara secunddria (Fig. SE e suplementar 2B).

Com relacdo ao formato do GC, An. gambiae e T. theobaldi possuem duas
protuberancias acentuadas nesse compartimento, uma superior € uma inferior (Fig. SA e C),
enquanto em Ae. aegypti existe apenas a protuberancia inferior (Fig. 5B).

Algumas amostras dos dois estagios larvais das 3 espécies apresentaram protrusodes de
células do GC em dire¢do ao limen (Fig. suplementar 4A-I). Em Ae. aegypti, foram vistos dois
tipos de protrusdes (Fig. suplementar 4A e 4B). Em um deles, o citoplasma das células apareceu
extravasado juntamente com o nucleo, morfologicamente integro, através de uma fenda da
borda em escova (Fig. suplementar 4A). No outro tipo, o contetido citoplasmético extravasado
nao incluiu o nucleo (Fig. suplementar 4B). A maioria do material extravasado no limen do
GC apresentou-se granuloso (Fig. suplementar 4A e 4B) e positivo para PAS (Fig. suplementar
4C) e bromofenol (Fig. suplementar 4E e 4F), porém, também foram vistos materiais
vesiculosos PAS-negativos (Fig. suplementar 4D). Um tipo diferente de material extracelular
também foi visto no limen do GC em L4 de Ae. aegypti. Este apresentou-se vesiculoso, e

algumas vesiculas apareceram conectadas com os microvilos das células digestivas (Fig.
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suplementar 4G). Em Ae. aegypti e An. gambiae, as células da regido de transicao (GC-out)
apresentaram projecoes citoplasmdticas assim como as da por¢do interna do GC, isolada pela
membrana cecal (GC-in) (Fig. suplementar 4E-F e H).

Células basais foram vistas no GC dos dois estagios larvais das trés espécies (Fig.
suplementar 2C). Em T. theobaldi, essas células foram vistas proximas umas das outras (Fig.
suplementar 2D). Células regenerativas altas foram detectadas no GC de todas as espécies, as

quais apresentaram nticleos arredondados e borda em escova baixa (Fig. 13E-G).

3.1.2. Epitélio do intestino médio anterior (AMG)

No eixo antero-posterior, posterior ao GC, estd o epitélio digestivo do intestino médio
anterior (AMG). Em An. gambiae e Ae. aegypti, as células digestivas do AMG apresentam-se
cubicas ou prismaticas, com nucleos esféricos ou alongados, respectivamente. Em 7. theobaldi,
as células digestivas aparecem achatadas, ctibicas ou prismaticas, com nucleos variando de
achatados a alongados, respectivamente (Fig. 6A-F).

Em ambos os estdgios larvais das trés espécies, o citoplasma das células digestivas do
AMG ¢ predominantemente bdsico (eosinofilico), e o labirinto basal ocupa cerca de um terco a
metade da altura celular, além de aparecer delgado, denso, formando ramos verticais
organizados paralelamente uns aos outros (Fig. 6A-F e 7B). A borda em escova é delgada,
quase imperceptivel (Fig. 7A e E).

Tanto em L3 quanto em L4 das trés espécies, a regido das células digestivas entre o
labirinto basal e a borda em escova da maioria das amostras apresentou-se preenchida por
diversas vesiculas de tamanhos variados (Fig. 7C-D e F-H). Em T. theobaldi, grande parte delas
foi positiva para tetroxido de 6smio, aparecendo em tons cinza-claros a cinza-médios (Fig. 7F-
G e suplementar 2G). Em Ae. aegypti, algumas amostras também apresentaram vesiculas
positivas para 6smio no AMG (Figura 7H), no entanto, nenhuma marcagdo para esta técnica foi
vista em An. gambiae.

A quantidade de vesiculas de todos os tipos presentes nas células digestivas do AMG
variou entre as amostras (Fig. 7C e 7D). Esta variacao foi identificada em ambos os estigios
das trés espécies. Em algumas amostras de uma mesma espécie, vesiculas ndo foram
identificadas, ou foram vistas restritas a poucas células (Fig. 7C). Em outras, as células
digestivas do AMG apresentaram-se repletas de vesiculas (Fig. 7D).

As células digestivas do AMG de ambas as fases larvais das trés espécies apresentam
borda em escova fracamente marcada para proteinas (Fig. 7E). ProjecOes citoplasmaticas foram

vistas nas células do AMG das trés espécies, mas seu tipo variou. Em Ae. aegypti e T. theobaldi,
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as células apresentaram aberturas em forma de taga (Fig. 8B, 8C e 8E) contendo um material
eosinofilico (Fig. 8B). Quando essas aberturas foram vistas, o citoplasma das células se
encontrou preenchido por vesiculas (Fig. 8A-E), as quais foram algumas vezes vistas em
processo de fusdo (Fig. 8B-C e 8E). Em An. gambiae, vesiculas citoplasmédticas também foram
vistas acumuladas no citoplasma ao mesmo tempo que ocorriam protrusdes no apice das células
(Fig. 8F-G). Porém, nesse caso, as protrusdes envolveram um acimulo de vesiculas nao-
fundidas formando projecdes em dire¢cdo ao lumen (Fig. 8G).

Grande parte das amostras de Ae. aegypti e T. theobaldi apresenta o epitélio do AMG
totalmente preenchido por granulos PAS positivos (Fig. 12D-E). No entanto, em An. gambiae,
foram vistos poucos granulos PAS positivos, os quais foram encontrados individualizados e se
concentraram na por¢ao basal do epitélio digestivo (Fig. 12C).

No AMG de Ae. aegypti e T. theobaldi, foram vistas células regenerativas basais de
nucleos triangulares e citoplasma ramificado (Fig. 13B-D). Diferentemente, em An. gambiae,
as células basais do AMG possuem formato arredondado sem ramificacdes citoplasmaticas
(Fig. 13A). Células regenerativas altas também foram vistas nas duas fases das trés espécies.
Estas geralmente possuem citoplasma mais baséfilo em relagdo aos enterdcitos maduros, €

borda em escova em desenvolvimento (Figs. 13H-J e suplementar 2E).

3.1.3. Epitélio do intestino médio posterior (PMG)

Em An. gambiae e Ae. aegypti, as células digestivas do intestino médio posterior (PMG)
sdo geralmente primaticas altas, com nucleos alongados (Fig. 9A-D). Em T. theobaldi, elas
variaram de pavimentosas com nucleos achatados (Fig. 10G) a cubicas (Fig. 10H) ou
prismaticas altas (Fig. 10I) com nucleos arrendodados a alongados. A borda em escova € alta e
destacada no PMG de ambos os estagios larvais das trés espécies (Fig. 9A-F). O citoplasma
aparece geralmente bésico, e o labirinto basal ocupa cerca de um tergo da altura celular (sem
contar com a borda em escova) e apresenta-se sinuoso € emaranhado, assim como o labirinto
basal dos enterdcitos do GC (Fig. 9A-F). O PMG néo apresentou vesiculas positivas para 6smio
em nenhuma das trés espécies.

O PMG de ambos os estdgios larvais de Ae. aegypti e T. theobaldi apresentou diferencas
morfoldgicas entre sua por¢do anterior e posterior (Fig. 10D-F e G-I). As células da por¢ao
anterior do PMG apresentam-se quase totalmente preenchidas por um material fortemente PAS-
positivo que ndo cora sob coloragdes convencionais, aparecendo esbranquigado (Fig. 17C e F).

O PMG anterior também apresenta acimulos esbranquicados nas células coradas com HE, no
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entanto, sua quantidade é destacadamente menor (Fig. 10F e 10I). Em T. theobaldi, a distin¢ao
entre PMG anterior e posterior foi mais pronunciada que em Ae. aegypti (Fig. 10E-F e H-I).
Diferentemente, 0 PMG de nenhuma amostra de An. gambiae apresentou diferencgas ao longo
de sua extensdo (Fig. 10A-C).

Ambos os estagios larvais das trés espécies apresentaram células do PMG com
projecoes citoplasmdticas em dire¢do ao lumen do 6rgao (Fig. 11A-I). Todas essas projecoes
envolveram fendas na borda em escova e extravasamento de material intracelular. Em An.
gambiae, o contetiido extravasado foi quimicamente diferente do encontrado para Ae. aegypti e
T. theobaldi. O material protendido no PMG de An. gambiae é fortemente marcado para
proteinas (Fig. 11B), mas sua composi¢do é pobre em carboidratos neutros (Fig. 11C). As
bordas da projecdo formam uma linha mais eosinofilica que sua porc¢do central (Fig. 11A).
Diferentemente, em Ae. aegypti € T. theobaldi (Fig. 11D e 11G), as projecdes sao ricas em
granulos de carboidratos neutros (Fig. 11F e 111), e possuem conteudo proteico granuloso (Fig.
11E e 11H).

O PMG de Ae. aegypti e T. theobaldi apresenta forte marcacao de carboidratos neutros
por todo o citoplasma das células digestivas (Fig. 12G-H). Ja em An. gambiae, s6 alguns
granulos individualizados e concentrados na porc¢ao basal das células aparecem marcados (Fig.
12F).

Células regenerativas altas foram vistas no PMG de ambos os estdgios larvais das trés
espécies. Seus nucleos sdo menores que os das células digestivas ja diferenciadas, e primordios

de microvilos sdo vistos no apice dessas células (Fig. 13K-M e suplementar 2F).

3.14. Tecido muscular do intestino médio

Os musculos circulares formam anéis transversais em torno de todo o intestino médio
larval e se intercruzam com os longitudinais. Juntos, os dois tipos de musculo formam uma rede
quadriculada (treli¢a) que encobre todo o 6rgao digestivo 5.

Foi identificado que os feixes de musculos circulares que envolvem as regides de
transicdo do GC (GC-out) em Ae. aegypti € An. gambiae possuem didmetro maior em relacao
aos feixes circulares do epitélio interno do GC (GC-in), e aos da regido do AMG (Fig. 14A-F).
Em Ae. aegypti, o didmetro desses musculos € ainda mais pronunciado (Fig. 14D).

Os musculos circulares de ambos os estdgios larvais de An. gambiae e Ae. aegypti sao

vistos formando um unico feixe de fibras por anel no AMG (Fig. 15A-B) e PMG (Fig. 15D-E
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e 15G). Diferentemente, em 7. theobaldi, os anéis sdo constituidos por mais de um feixe de

fibras (2 a 5), tanto no AMG (Fig. 15C) quanto no PMG (Fig. 15F e 15H).

3.1.5. Matriz peritréfica (PM)

A matriz peritréfica exibe a mesma morfologia em ambas as fases larvais das trés
espécies, e em toda a extensdo do intestino médio (Fig. 16A-H). Ela € vista rente a borda em
escova do epitélio do AMG e PMG, mas niao do GC. A PM aparece a partir da cardia, de onde
segue junto com o bolo alimentar sem penetrar no limen do PM (Fig. 1E).

Em ambos os estdgios das trés espécies, a PM, quando submetida as técnicas
histoquimicas, possui carboidratos neutros (Fig. 16A-C) e baixa marcacdo para proteinas (Fig.
16D-F). Tanto em Ae. aegypti como em T. theobaldi, ela ¢ WGA-positiva, possuindo padrado

similar de marcacdo para ambas as espécies (Fig. 16G-H).

3.2. IMUNOFLUORESCENCIA

3.2.1. Apoptose
Células apoptéticas nao foram encontradas no intestino médio de nenhuma fase larval
de Ae. aegyptie T. theobaldi. O controle positivo foi feito com pupas de Ae. aegypti 30 minutos

apds pupagdo, as quais apresentaram células apoptéticas no GC (Fig. suplementar 21I).

3.2.2. Divisao celular

Tanto L3 como L4 de Ae. aegypti e T. theobaldi apresentaram células mitéticas
espalhadas pelo epitélio do intestino médio, e seu padrdo de marca¢ao foi 0 mesmo para ambas
as fases, e entre as amostras de uma mesma fase (Fig. 17A-E e 17F-H). Os eventos de mitose
ocorreram individualmente, nao sendo identificadas células mitéticas formando agrupamentos.

Também nao foram detectadas tendéncias de marcacdo em nenhuma regido especifica.

3.23. Células enteroenddcrinas

Células enteroenddcrinas FMRF-positivas foram vistas apenas no PMG de ambas as
fases larvais de Ae. aegypti e T. theobaldi. O nimero de células marcadas variou entre as
amostras. Em algumas delas, nenhuma célula FMRF-positiva foi identificada. No entanto, em
outras, células FMRF-positivas foram vistas espalhadas pelo PMG, sem formar agrupamentos

em Ae aegypti (Fig. 18A-B), e formando agrupamentos em 7. theobaldi (Fig. 18C-D).
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3.2.4. Tabela comparativa dos caracteres morfolégicos do intestino médio
As principais semelhancas e diferencas morfoldgicas do epitélio digestivo e do tecido
muscular do intestino médio de An. gambiae, Ae. aegypti e T. theobaldi foram resumidas na

Tabela 1.

4. DISCUSSAO

4.1. Morfofisiologia

A mudanca de estigio de L3 para L4 ndo determinou modificagdes histoldgicas nos
intestinos médios de An. gambiae, Ae. aegypti e T. theobaldi. Nas trés espécies, o tamanho do
o0rgdo aumentou, mas manteve suas caracteristicas morfofisioldgicas. Isso provavelmente
aconteceu porque o nicho ecolégico de ambos os estigios € o mesmo. O requerimento
energético para o metabolismo de um organismo € diretamente proporcional a sua massa
corporal *!, fato que explica o aumento do 6rgdo em tamanho entre as fases L3 e L4.

Os epitélios digestivos do GC, AMG e PMG sio morfologicamente distintos entre si nas
trés espécies, 0 que caracteriza a ocorréncia de processos fisioldgicos diferentes e determinados
para cada regido. Vdrias caracteristicas foram preservadas entre as espécies, porém,

singularidades também ocorreram. As semelhancas e diferencas morfoldgicas entre as espécies

e suas implicacdes fisioldgicas serdo discutidas abaixo.

Ceco gastrico (GC)

A camara do GC possui células digestivas geralmente achatadas. Epitélios achatados
sdo mais permedveis que epitélios cubicos e cilindricos, sendo, portanto, tipicos de regides onde
ocorre muito intercambio de substancias. Células achatadas permitem uma passagem mais
rapida e eficiente de moléculas simples através de suas membranas por processos de difusdo ou
filtracdo. Desse modo, € possivel inferir que o epitélio digestivo do GC dos trés mosquitos €
especializado em troca de substancias simples entre o limen do 6rgdo e a hemolinfa.

O labirinto das células do GC ¢ tipicamente emaranhado e distorcido, e ocupa grande
parte da altura celular. O labirinto basal é um tipo de especializagdo de membrana
frequentemente vista em epitélios do trato digestivo de insetos. Ele € caracterizado por

convolucdes da membrana plasmatica no dominio celular basal, formando dobras e pontes
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interdigitais entre as células vizinhas *. Essa configuracdo de membrana promove um grande
aumento na superficie basolateral das células epiteliais, aumentando a efici€ncia do transporte
transcelular. Juntamente com a morfologia achatada das células, a alta propor¢do do volume
celular ocupada pelo labirinto garante alta eficiéncia de troca de substincias na camara do GC.

A borda em escova das células do GC possui microvilos longos. Essas especializagoes
de membrana estdo envolvidas em diversos processos fisioldgicos das células. Além da classica
funcdo de aumentar sua superficie de contato, permitindo maior intercambio de substancias
entre os meios intra e extracelular, elas abrigam diversas proteinas de membrana, como
transportadores de glicose, enzimas, canais, bombas e trocadores idnicos **. Bombas de prétons
H+ ATPases do tipo vacuolar estdo abundantemente presentes nos microvilos da caimara do GC
de larvas de Ae. aegypti 3. Além disso, vdrias enzimas envolvidas na digestdo terminal de
proteinas como aminopeptidases, carboxipeptidases e dipeptidases, € na digestdo terminal de
carboidratos, como a e -glicosidases, sdo ligadas 8 membrana dos microvilos do GC de outros
insetos . Dentre esses tipos de enzimas, aminopeptidases N ja foram detectadas por
imunolocalizacdo na regido dos microvilos do GC de Ae. aegypti *. A forte marcacdo para
proteinas vista nos microvilos do GC das trés espécies corrobora essa afirmacdo. Dessa forma,
o grande investimento celular nessas membranas garante um eficiente sitio de atuacdo para
reguladores i0nicos e enzimas envolvidas na digestdo final de carboidratos e proteinas no
compartimento do GC.

A Ttnica espécie que apresentou marcacdo especifica para lipideos no GC foi 7.
theobaldi. Apesar de ndo terem sido observadas neste estudo, goticulas lipidicas foram vistas
acumuladas no GC de larvas de Ae. aegypti por Wigglesworth ¥, 24h pés alimentagdo com
Oleo de oliva. A presenca desses lipideos no GC pode estar associada ao metabolismo normal
das células, como foi sugerido para Ae. aegypti ¥, ou indica que as células do GC absorvem e
acumulam lipideos da dieta.

A observacdo em T. theobaldi da relacdo entre aspecto do conteudo intestinal e
morfologia do GC, onde os intestinos das larvas recém-alimentadas (cheios) possuiam GCs
menores que os vazios, permite a inferéncia de que substincias vao sendo acumuladas no GC
a medida que o processo digestivo prossegue. Essa observacdo fortalece a hipdtese do papel
desse compartimento na digestdo final de substancias e acimulo de material que ndo pode ser
degradado ou absorvido *.

O conteudo do GC é granuloso nas trés espécies, e esses granulos possuem forte

marcagdo para proteinas e carboidratos. A formagdo desses granulos pode ocorrer no sentido
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de diminuir a osmolaridade do conteudo do compartimento, facilitando o fluxo retrégrado do
material parcialmente digerido pela acdo das enzimas do AMG e PMG, juntamente com os
fluidos vindos do PMG. No entanto, a composi¢ao exata desses granulos, sua fun¢ao e processo
de sintese nunca foi investigada.

T. theobaldi foi a tnica espécie que apresentou conteido do GC escuro. A coloragdo
negra apresentada no limen do GC de T. theobaldi parece estar relacionada com sua dieta
predatdria, pois outros artrépodes predadores também apresentam conteddo intestinal escuro ¥,
0 que pode ser o acumulo de metabdlitos resultante do processamento digestivo de dietas com
alto teor de proteinas. Algumas células digestivas do GC de T. theobaldi apresentaram granulos
citoplasmaticos de conteido marrom, da mesma cor do conteudo luminal desse compartimento.
Dessa forma, € possivel sugerir que as células t€ém a capacidade de absorver e processar os
pigmentos escuros acumulados no lumen cecal desta espécie.

As células digestivas do GC-in das larvas de todas as espécies apresentaram protrusoes
em dire¢do ao lumen do compartimento, e em An. gambiae e Ae. aegypti, as células do epitélio
de transicdo do GC também apresentaram protrusdes. Protrusdes com descarregamento de
grande parte do material citoplasmdtico sdo comuns no trato digestivo de insetos, €
correspondem a secrecdes do tipo apdcrina 4!, Neste tipo de secrecdo, a célula perde uma
por¢cdo do citoplasma, mas permanece integra. No GC de Ae. aegypti foram vistas células
digestivas contendo fendas na borda em escova, com material citoplasmatico externalizado
Jjuntamente com os nucleos para o limen do compartimento. Esta configuragdao € menos comum
que a secrecdo apdcrina, e se caracterizada como secre¢do do tipo holdcrina, onde a célula
acumula vesiculas secretorias, até que todo o conteudo celular € liberado como secregao.
Secrecdes holdcrinas também foram vistas no GC de outros insetos .

A membrana cecal possui carboidratos neutros em sua composi¢do, € baixa marcacao
para proteinas nas trés espécies de mosquitos. Sua composi¢do molecular parece similar a da
matriz peritréfica, sendo provavelmente formada por uma rede de quitina e proteinas *, no
entanto, até hoje, nenhuma dessas duas estruturas extracelulares do intestino médio larval de
mosquitos teve sua constituicdo definida. Os carboidratos neutros encontrados em sua estrutura
provavelmente correspondem a moléculas de quitina, ou a por¢do glicidica de glicoproteinas,
moléculas envolvidas na formac¢do de todos os tipos de membranas extracelulares de insetos
242 Somado a isso, sua fraca marcacdo para proteinas permite inferir que a membrana cecal é
principalmente constituida de carboidratos. Acredita-se que a fungdo dessa membrana €

produzir uma barreira semi-permedvel, separando o conteudo do espaco ectoperitréfico do
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contetido do limen cecal *. Ensaios de permeabilidade detectaram que as membranas cecais de
An. gambiae e Ae. aegypti sao mais seletivas que suas MPs quanto ao peso molecular de
substancias +*, o que sugere que elas atuam restringindo a passagem de algumas moléculas
parcialmente digeridas presentes no espaco ectoperitrofico, deixando passar para o
compartimento do GC apenas aquelas de mais baixo peso molecular. Estas serdo digeridas pelas
enzimas envolvidas na digestdo final de substincias, abundantemente presentes nesse
compartimento 7.

A membrana cecal de Ae. aegypti e T. theobaldi é amorfa e invisivel em coloragcdes
convencionais, mas € fortemente eosinofilica (bésica) e apresenta-se mais compacta € com
aspecto esclerotizado em An. gambiae. A quitina € um polissacarideo insolivel em agua, tendo,
portanto, a propriedade de formar camadas esclerotizadas em diversos 6rgdos de insetos *.
Sendo assim, a constitui¢do da membrana cecal de An. gambiae provavelmente € diferente em
relacdo a de Ae. aegypti e T. theobaldi por conter uma maior concentragdo de moléculas de
quitina. Além disso, a presenca de moléculas fortemente eosinofilicas na membrana cecal de
An. gambiae, ausentes em Ae. aegypti e T. theobaldi,indica que seu arcabougo proteico também
deve ser diferente. Fortalecendo essa hipétese, foi visto por Edwards et al. ** que a membrana
cecal de An. gambiae € parcialmente permeavel a moléculas de 42 kDa, enquanto que Ae.
aegypti é parcialmente permeédvel a moléculas de 19.5 kDa. Isso indica que a membrana cecal
de An. gambiae permite passagem de moléculas de mais alto peso molecular que a de Ae.
aegypti,o que pode ser resultado da presenga de distintos arcabougos moleculares na membrana
cecal dessas espécies.

A membrana cecal € vista conectada a células delgadas que apresentaram morfologia
similar nos intestinos médios das larvas das trés espécies de mosquitos. Essas células marcam
o inicio do epitélio da cdmara do GC e sdo responsdveis pela sintese de seus componentes
estruturais .

A entrada do GC de An. gambiae e Ae. aegypti forma um microambiente anterior a
membrana cecal, o que ndo € visto em 7. theobaldi. A existéncia desse microambiente pode
estar relacionada com a dieta detritivora dessas duas espécies, que requer um processamento
diferente de nutrientes em relagdo a dieta predatdria +°. A dieta predatdria possui moléculas que
sdo facilmente digeridas pelas enzimas digestivas, enquanto que a dieta detritivora possui
compostos mais dificeis de digerir, como celulose, lignina e outros derivados de plantas ¥4°.
Possivelmente, as secregdes fortemente marcadas para proteinas, vistas no epitélio de transi¢ao

do GC de An. gambiae e Ae. aegypti, e ndo no de T. theobaldi, podem conter substancias que
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agem sobre os nutrientes vindos do fluido ectoperitréfico antes deles serem filtrados pela
membrana cecal. Essas substancias podem ser enzimas ou fluidos responsaveis pela alteragao
do pH do GC, e podem atuar otimizando o processo digestivo nessas duas espécies detritivoras.

Os intestinos médios das larvas das trés espécies de mosquito possuem feixes de
musculos circulares de maior didmetro na entrada do GC em relacdo aos demais musculos dessa
regido e aos do AMG. Como o diametro muscular é diretamente proporcional a sua for¢a ténsil
47 € possivel sugerir que existe um movimento mais vigoroso de constricdo nesse local,

regulando a entrada do fluido ectoperitréfico para dentro do compartimento do GC.

Intestino médio anterior (AMG)

As células do AMG de ambos os estdgios larvais das trés espécies possuem borda em
escova baixa, e o labirinto basal forma dobras delgadas altas e organizadas paralelamente umas
as outras. E possivel relacionar vérias caracteristicas a essa configuracio das células. Uma delas
€ o baixo envolvimento do epitélio do AMG na absor¢cdo de substancias que dependem de
proteinas transportadoras, como é o caso de aminodcidos e glicose “#%. Como dito
anteriormente, os microvilos aumentam a superficie de contato entre os meios intra e
extracelular, além de abrigarem diversos tipos de transportadores, enzimas e trocadores i0nicos
33, Estes provavelmente estdo presentes em pequena quantidade na membrana apical do AMG
devido a baixa marcacdo de proteinas e pequena altura da borda em escova dessa regido.
Corroborando essa idéia, trocadores ionicos transmembrana V-ATPases e P-ATPases sao
ausentes nos microvilos do AMG de larvas de mosquitos **°, e o AMG de larvas de An.
gambiae apresenta um baixo nimero de transcritos envolvidos no metabolismo de carboidratos
e proteinas °'. Ao mesmo tempo, as células do AMG apresentam um alto nivel de expressao de
genes ligados ao metabolismo e absor¢do de lipideos 3!, os quais ndo sdo obrigatoriamente
dependentes de transportadores de membrana °. Goticulas de lipideos foram vistas acumuladas
no AMG de larvas de Ae. aegypti e T. theobaldi no presente trabalho, o que sustenta essa
afirmacao.

O fato do AMG de larvas de An. gambiae nao ter apresentado marcacao de goticulas de
lipideos, ao contrario de Ae. aegypti e T. theobaldi, e ainda assim apresentar alta expressao de
genes envolvidos no metabolismo dessas moléculas !, leva a se considerar que nessa espécie,
a absorcdo e o processamento de lipideos € alta nessa regido, mas nao envolve formacao de

goticulas. Goticulas de armazenamento de lipideo sdo compostas principalmente de
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triacilglicerdis 32, e seu transporte para a hemolinfa envolve conversdo em diacilglicerdis, os
quais atravessam a membrana plasmatica e se ligam a proteinas transportadoras do tipo
lipoforinas. Larvas de Ae. aegypti apresentam diacilgliceréis como principal componente
dessas lipoproteinas carreadoras, enquanto que larvas de An. gambiae possuem hidrocarbonetos
como componente principal **. Isso € mais um indicativo de que na fase larval de An. gambiae,
o processamento dos lipideos absorvidos ndo envolve sintese de goticulas como ocorre em Ae.
aegyptie T. theobaldi.

Sabe-se que larvas de mosquitos do género Anopheles nao acumulam grande quantidade
de reservas nutricionais, mesmo quando o alimento € abundante. Uma das explica¢des dadas
para isso € que elas ndo possuem sifdo respiratdrio e, por isso, gastam grande parte de suas
vidas na superficie da dgua, tendo acesso principalmente a particulas de alimento flutuantes >*.
Estas particulas sdo menos recompensadoras nutricionalmente do que os detritos no do fundo
ou em suspensdo nos corpos d dgua, o que resulta em reservas tenerais mais baixas nesses
mosquitos 3. Tanto Ae. aegypti como T. theobaldi possuem sifao respiratério, o que permite
que eles tenham acesso ao alimento presente em qualquer posi¢do dos corpos d dgua. Essa
diferenca também pode ser relacionada com o acimulo de lipideos no AMG de larvas de Ae.
aegypti e T. theobaldi, e sua auséncia em An. gambiae.

Em contraste com a borda em escova baixa, o labirinto basal das células do AMG é
altamente elaborado e ocupa grande proporcdo da altura celular *, o que permite sugerir que
essas células possuem alta atividade de transportadores de membrana e trocadores i6nicos em
sua porcao basal, além de envolverem elevado indice de intercambio de substancias. De acordo
com esta afirmacdo, V ATPases e P ATPases sdo abundantes no labirinto basal do AMG de
Aedes aegypti . Adicionalmente, os lipideos absorvidos nas células digestivas da maioria dos
insetos sdo processados e posteriormente conjugados com proteinas antes de sua transferéncia
para a hemolinfa, processo que envolve a atuacio de transportadores de membrana **%7. Sendo
assim, o labirinto basal altamente desenvolvido no AMG de mosquitos provavelmente ¢ um
reflexo da especializacdo dessas células na troca de ions e transporte de lipideos processados
para a hemolinfa.

O epitélio do AMG apresentou diferencas morfoldgicas entre amostras de uma mesma
espécie. Em algumas amostras, as células ndo apresentaram nenhum tipo de vesicula
citoplasmatica, porém, em outras, elas apareceram repletas de vesiculas. Essa morfologia
variavel indica que o epitélio dessa regido apresenta diversos fendtipos funcionais ao longo do

processo digestivo. Em Ae. aegypti e T. theobaldi, algumas vesiculas corresponderam a
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goticulas lipidicas, geralmente de grande tamanho nas células. No entanto, vesiculas menores,
com conteddo proteico e eosinofilicas, também foram vistas com frequéncia e em grande
quantidade. Concomitantemente, as células do AMG apresentaram protrusdes citoplasmaticas
em dire¢do ao lumen, indicando a ocorréncia de processos secretérios. De acordo com os
diversos padrdes de secrecdo descritos para insetos *'28, foi possivel identificar que as trés
espécies apresentaram secrecoes do tipo apdcrina envolvendo as vesiculas citoplasmaticas. As
configuracdes do citoplasma apical envolvidas nesse tipo de secre¢cdo em An. gambiae
apresentaram destacamento de um contetido vesiculoso em dire¢do ao limen. J4d em Ae. aegypti
e T. theobaldi, vesiculas eosinofilicas com contetudo protéico pareceram fundir-se umas com as
outras, formando uma grande vesicula, a qual se abria para o limen expulsando seu conteudo.
Portanto, € possivel que o material contido nessas vesiculas de secre¢do seja 0 mesmo nas trés
espécies de mosquitos, mas 0 mecanismo de secrecdo € diferente em An. gambiae em relacio a
Ae. aegypti e T theobaldi.

O epitélio do AMG de T. theobaldi variou de pavimentoso a prismatico, em contraste
com o epitélio do AMG de An. gambiae e Ae. aegypti, cujas células apareceram sempre
prismaticas. Essa variagdo maior vista em 7. theobaldi pode ser um reflexo de sua dieta
predatoria, onde um grande volume de alimento € internalizado de uma sé vez, requerendo
maior plasticidade de suas células no sentido de acomodar o bolo alimentar. Essa varia¢dao
também € vista no intestino médio de fémeas hematéfagas de mosquitos, onde grande volume

de sangue € internalizado rapidamente, levando a um forte estiramento das células do PMG .

Intestino médio posterior (PMG)

As células do PMG das trés espécies de mosquitos possuem borda em escova alta, e
labirinto basal com invagina¢Ges emaranhadas e dispostas em diversas direcdes. Essa
configuracdo € similar aquela encontrada no GC, o que sugere que esses dois compartimentos
tem funcdes semelhantes. Corroborando essa idéia, as bombas i6nicas P e V-ATPases possuem
distribuicdo e abundancia similares nas especializacdes de membrana dos dois compartimentos
3460 Além disso, ambas as regides do intestino médio larval de An. gambiae apresentam alta
expressao génica de transcritos envolvidos no metabolismo de proteinas e carboidratos °'.

Apesar das semelhancas entre essas duas regioes, uma diferenca importante € que as
células do PMG sdo geralmente colunares altas, em contraste com as células do GC,

normalmente achatadas. A maior altura dessas células em relacdo ao GC pode estar ligada a
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uma grande quantidade de sintese e armazenamento de materiais de secre¢cao. Como visto para
as trés espécies de mosquitos, a por¢cdo apical do citoplasma apresentou protrusoes
citoplasmaticas entre fendas da borda em escova. De acordo com a morfologia dessas
protrusdes, € possivel sugerir que estas correspondem a secrecdes do tipo apdcrina *4!, pois
envolvem o descarregamento de grande parte do conteudo citoplasmatico em direcdo ao limen.
O conteudo desse material possui granulos espalhados fortemente marcados para proteinas e
granulos de carboidratos neutros em Ae. aegypti e T. theobaldi, além de aparecer esbranquigcado
nas coloragdes convencionais. No entanto, An. gambiae apresentou uma forte marcacio para
proteinas homogeneamente distribuidas, e auséncia de granulos de carboidratos neutros,
indicando que ele possui uma composicao quimica diferente.

Material morfologicamente similar ao visto nas protrusdes do PMG de Ae. aegyptie T.
theobaldi apareceu acumulado em maior quantidade nas células da por¢cdo posterior dessa
regido. Células secretdrias sdo comuns nos intestinos médios de insetos, e geralmente
acumulam substancias até que haja um sinal para sua liberacdo ¢'. Em mosquitos, ndo existe
especializacdo de células no PMG, porém, as células da porcao posterior dessa regido nessas
duas espécies devem apresentar uma atividade secretdria maior que as células de sua por¢ao
mais anterior. Esse material foi ausente em An. gambiae, o que leva a se considerar que nessa
espécie as secrecdes ndo sao estocadas previamente dentro das células.

Células enteroenddcrinas FMRF-positivas foram vistas no PMG dos estagios de L3 e
L4 de Ae. aegyptie T. theobaldi. Em adultos dessas duas espécies, elas também sio encontradas
no PMG 8. Os neuropeptideos FMRF pertencem a uma familia de peptideos de sequéncia
curta de aminodcidos classificados como potenciais moduladores da atividade sindptica de
neurdnios 2. Sua presenca € bastante difundida em invertebrados, onde sio comumente
encontrados tanto em neurdnios, como em células enteroenddcrinas %2-%. Sua exata funcdo no
intestino médio de insetos € desconhecida, mas acredita-se que eles podem ter papel no controle
da contragdo muscular do trato digestivo 2. O padrio de marcacdo de células
enteroenddcrinas FMRF-positivas em larvas de 7. theobaldi foi diferente de Ae. aegypti. No
primeiro, as células apareceram agrupadas, enquanto neste ultimo, elas estdo individualizadas.
Uma possivel explicacdo para esse fato € de que o maior nimero de feixes musculares por anel
vistos em 7. theobaldi, em contraste com a presenca de apenas um feixe de fibras por anel em
Ae. aegypti, pode requerer um maior nimero de células enteroenddcrinas atuando no controle

de sua funcdo de contracdo.
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Histoquimica de carboidratos do GC, AMG e PMG

Na maioria das amostras das trés espécies de mosquitos, foi vista marcagdo de
carboidratos neutros no citoplasma das células digestivas ao longo de todo o intestino médio.
Em An. gambiae, essa marcagao correspondeu principalmente a granulos individualizados, que
foram vistos principalmente no GC e PMG. Células digestivas comumente acumulam
glicogénio durante o processo absortivo. A glicose absorvida pelo intestino de insetos €
rapidamente convertida em trealose, dissacarideo soluvel utilizado prontamente como fonte de
energia pelas células. Este € posteriormente convertido em glicogénio, que € um polissacarideo
insoluvel, e portanto promove a diminuicdo da osmolaridade no interior das células absortivas,
facilitando a captacdo de mais moléculas de glicose ¢’. Dessa forma, grande parte dos granulos
PAS positivos vistos nos intestinos médios das larvas das trés espécies de mosquitos
provavelmente correspondem a glicogénio. A visualizagdo de maior quantidade de granulos no
GC e PMG em comparacdo com o0 AMG em An. gambiae esta de acordo com os achados de
que as células do GC e PMG possuem alto indice de transcritos envolvidos no metabolismo de
carboidratos, enquanto que, no AMG, esse indice € baixo >'.

Em Ae. aegypti e T. theobaldi, a marcagdo de carboidratos neutros foi intensa em todas
as regides, de forma que foi impossivel analisar a localiza¢do de granulos de glicogénio. Essa
marcacao intensa nao foi vista em nenhuma amostra de An. gambiae. Glicoproteinas do tipo
mucinas (glycoprotein like-mucins) sao PAS positivas pelo seu alto grau de glicosilacdo e sabe-
se que elas sdo sintetizadas e secretadas pelas células intestinais de insetos para fazer parte da
trama molecular da matriz peritréfica . Em D. melanogaster, mais de 30 genes foram
descritos como correspondentes a proteinas relacionadas a mucinas (mucin-like proteins)*?, e a
existéncia de uma camada mucosa em seu intestino médio € sugerida devido a positividade para
PAS apresentada pela superficie das células epiteliais do 6rgao ©7°. As mucinas tem papel de
lubrificacdo e protecdo da mucosa intestinal, tanto contra microorganismos invasores “*, como
contra forcas agressivas externas causadas pelo atrito do alimento ingerido ', e sua biologia é
dindmica, com grau de glicosilacdo varidvel 7'72. Apesar de ndo ser estabelecido claramente que
insetos secretam muco no limen intestinal, este trabalho fornece forte evidéncia da ocorréncia
dessa secre¢do em mosquitos. A fraca marcagdo de granulos PAS-positivos vista nos intestinos
médios das larvas de An. gambiae em comparacdo com Ae. aegypti e T. theobaldi pode ser um
indicativo que eles apresentam uma baixa glicosilagcdo de glicoproteinas do tipo mucina, ou que

eles sintetizam essas moléculas em menor quantidade.
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Organizaciao muscular do intestino médio

Os musculos circulares do intestino médio de An. gambiae e Ae. aegypti possuem um
feixe de fibras por anel, enquanto 7. theobaldi apresentou de 2 a 5 feixes por anel.
Diferentemente da relacdo direta entre forca muscular e didmetro de um musculo, o nimero de
fibras ndo tem esse mesmo propdsito. Musculos compostos por um maior nimero de feixes
musculares tem a propriedade de realizar movimentos mais regulados, também chamados
movimentos finos 73. Portanto, o0 maior nimero de feixes de fibras visto nos musculos circulares
de larvas de T. theobaldi pode ser relacionado com sua dieta predatdria, indicando que a
presenga de um bolo alimentar mais robusto pode requerer movimentos peristalticos de

diferentes intensidades.

Matriz peritroéfica

A matriz peritrofica apresentou morfologia similar nas trés espécies, e a marcacao de
N-acetil-glicosamina com WGA também revelou um padrdao semelhante em Ae. aegypti e T.
theobaldi. Embora ndo seja possivel afirmar que a rede organizacional da matriz peritréfica é
idéntica nessas trés espécies, pois a analise foi feita apenas em nivel de microscopia de luz,
tudo indica que as diferentes dietas larvais, detritivora e predatdria, ndo remetem diferentes
organizagdes dessas matrizes. Como a dieta predatdria envolve a presenca de um inseto inteiro
com carcaga rigida dentro do lumen intestinal, € mesmo assim nao apresentou diferencas
morfolégicas em comparagdo com as larvas de dieta detritivora, o papel de protecao das células
intestinais contra danos mecanicos das matrizes peritroficas nao pode ser atribuido a nenhuma
caracteristica especifica 26. Dessa forma, € possivel sugerir que as matrizes peritréficas de larvas
de mosquitos tem fun¢do conservada, e sua morfologia € eficiente para ambos os tipos de dieta,

detritivora e predatdria.

4.2. Desenvolvimento do intestino médio

Células de menor altura, e com nucleos menores que os das células digestivas foram vistas
entremeadas no epitélio digestivo de todas as regides do intestino médio de ambas as fases das
trés espécies. Essas células apresentaram primérdios de microvilos, sugerindo processo de
diferenciacdo ™. De acordo com a morfologia dessas células, elas correspondem a enteroblastos
7475 Em larvas de Lepidoptera, é estabelecido que células tronco regenerativas do intestino
médio proliferam antes de cada muda, e se transformam em enteroblastos, os quais se

diferenciam em grupos e se intercalam entre as células poliploides maduras apenas durante o
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processo de ecdise larval 77>, Para mosquitos, foi sugerida a existéncia de diferenciacdo dessas
células em todos os estdgios larvais. No entanto, nenhum estudo anterior a este confirmou a sua
presenga em mosquitos.

Os processos de diferenciacdo dos enteroblastos do intestino médio de larvas de
mosquitos ocorrem individualmente. Nao foram vistos grupos de enteroblastos vizinhos se
diferenciando juntos, como ocorre em Manduca sexta ™. Além disso, em mosquitos, esses
eventos de diferenciacdo ocorrem ao longo do crescimento do inseto, € ndo apenas nas fases
entre mudas.

Células mitdticas foram vistas espalhadas em todas as regides do intestino médio, sem
formacdo de agrupamentos, tanto em L3 quanto em L4 de Ae. aegypti e T. theobaldi. Eventos
de mitose também ocorrem durante os estagios larvais de Drosophila melanogaster e Manduca
sexta. Na primeira, as células regenerativas se proliferam continuamente nas fases larvais, mas
se diferenciam apenas na larva de ultimo instar, e em um momento préximo a pupacao. Ja em
M. sexta, a proliferacio acontece nas intermudas, assim como o processo de diferenciacio, dito
anteriormente. Em mosquitos, em concordincia com a hipétese de Ray et al 7*, o processo
parece ser diferente, pois as células regenerativas do intestino médio t€m a propriedade de se
dividir e se diferenciar continuamente durante os estagios larvais.

Como as células maduras do epitélio ao redor de onde os enteroblastos foram localizados
nao apresentaram nenhum sinal de dano, € prudente sugerir que os processos de diferenciagao
das células regenerativas ndo ocorrem apenas para substituir células danificadas ou perdidas,
mas que elas possuem possuem um papel no crescimento do intestino médio ao longo dos
estagios larvais, como sugerido anteriormente 7°.

Portanto, o desenvolvimento do intestino médio larval em mosquitos envolve aumento do
tamanho do 6rgdo, o qual se d4 tanto por aumento do volume das células ja diferenciadas 7°,
quanto por aumento do nimero total de células. Ambos os processos ocorrem continuamente,
nao sendo restritos as intermudas, com células proliferando ao mesmo tempo que novas células

se diferenciam.

4.3. Evolucao

De acordo com os dados morfoldgicos obtidos nesse trabalho, € possivel apontar véarias
caracteristicas similares e divergentes entre as trés espécies estudadas (Tabela 1). A familia

7z

Culicidae ¢ monofilética e subdividida em duas subfamilias, Anophelinae e Culicinae 2.
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Anophelinae engloba o género Anopheles, enquanto Culicinae inclui Aedes e Toxorhynchites.
A classificacdo filogenética mais recente posiciona Anopheles como mais basal em relacdo a
Aedes e Toxorhynchites, os quais, por sua vez, sdo filogeneticamente mais proximos (Figura
19, Adaptada) 2.

Neste trabalho, fica claro que vérias caracteristicas sdo compartilhadas entre Ae. aegypti e
T. theobaldi, como a distribui¢ao de carboidratos nas células do intestino médio; tendéncia ao
armazenamento de material de secrecdo, os quais apresentaram composicao similar nas células
do PMG; morfologia da membrana cecal; formato triangular das células basais, e acimulo de
goticulas de lipideo no AMG. Como as larvas de Ae. aegypti sdo detritivoras e as de T theobaldi
sdo predadoras, e ainda assim se assemelham em relacdo a essas caracteristicas, infere-se que
tais semelhancgas estdo relacionadas com o maior grau de parentesco entre essas duas espécies,
nao estando ligadas a dieta.

O formato do apéndice do GC, apresentando duas protuberancias, na regiao superior € na
inferior, pode constituir uma caracteristica basal, compartilhada entre An. gambiae e T.
theobaldi. Como os mosquitos do género Anopheles divergiram antes dos demais membros do
taxon, ha um indicativo de que essa configuracdo representa o GC do ancestral de todos os
Culicidae.

Uma evidéncia importante a ser considerada € a morfologia mais simples da entrada do GC
de T. theobaldi, a qual possui células morfologicamente similares as do AMG. Em relagdo a
evolucdo dos 6rgaos, sabe-se que configuracdes mais simples surgem primeiro, e se modificam
ao longo do tempo, aumentando em complexidade e tendendo a especializagdo ”’. Desde que o
GC tem origem como um brotamento de células do AMG, a presenca de células
morfologicamente idénticas as do AMG tanto nas transi¢des entre cardia e GC, e entre este € 0
AMG, mostra que ndo houve especializacdo das células da entrada desse compartimento,
indicando que a conformacao do GC de T theobaldi representa uma caracteristica basal.

Um dos fendmenos evolutivos que estdo envolvidos no processo de diversificacdo dos
organismos € a convergéncia adaptativa. Através desse fendmeno, pressoes seletivas iguais
levam um determinado grupo a adquirir caracteristicas similares, mesmo que elas sejam de
linhagens ndo relacionadas 78. Isso poderia explicar o fato de An. gambiae e Ae. aegypti
apresentarem uma microrregiao anterior ao compartimento do GC que € isolado pela membrana
cecal (GC-in). Provavelmente, a origem dessa modificagdo foi independente, pois as células do
GC-out em Ae. aegypti tem topologia irregular, e borda em escova baixa em relagdo a das

células do GC-in. Contrariamente, em An. gambiae, as células do GC-out possuem morfologia

48



similar em relac@o as do GC-in, achatadas e com borda em escova alta. Dessa forma, € possivel
hipotetizar que uma mesma pressao seletiva pode ter sido responsavel pela especializacdo das
células do GC-out dessas duas espécies, mas a origem da formag¢do da microrregido anterior ao
GC-in foi independente.

O fato da morfologia do GC de T. theobaldi apresentar duas protuberincias, assim como
An. gambiae, somado a histologia mais simples desse compartimento em relacdo ao de An.
gambiae e Ae. aegypti, fornece um forte indicativo de que o intestino médio larval do género
Toxorhynchites preservou essas caracteristicas do ancestral de Culicidae. N@o se sabe se essa
morfologia estd atrelada ao hédbito predatdrio, pois ndo ha nenhum relato na literatura sobre
morfologia do intestino médio de outras larvas predadoras de mosquitos. No entanto, sabe-se
que dois géneros de culicineos da tribo Sabethini (Malaya e Topomya), cujos representantes
foram posicionados em um grupo-irmao de Toxorhynchites, também possuem larvas
predadoras, e compartilham vdrias caracteristicas morfoldgicas com o género 4. Ja foi relatado
que larvas de Anopheles e Aedes apresentam comportamento de canibalismo 7%, e a forma
como elas sugam a presa € similar a apresentada por 7. theobaldi. Isso gera um forte indicio de
que o ancestral de Culicidae apresentava larvas predadoras, e que a dieta detritivora seria uma
condicdo derivada, a qual pode ter se originado pela mesma pressdo seletiva que levou a
especializacdo das células do GC-out nessas espécies.

As caracteristicas exclusivas de 7. theobaldi relativas ao maior nimero de feixes de fibras
por anel de musculo circular, células epiteliais variando de pavimentosas a colunares altas no
PMG, presenca de um contetdo negro no GC, e auséncia de uma microrregido anterior ao GC-
in, como explicado anteriormente, parecem estar ligadas ao seu comportamento alimentar
predatorio. As duas primeiras caracteristicas provavelmente estdo ligadas ao grande tamanho
do bolo alimentar dessa espécie, o qual é ingerido de uma s6 vez, enquanto as duas ultimas
caracteristicas provavelmente se relacionam com a composi¢ao quimica da dieta predatdria.

Devido as grandes diferencas encontradas no epitélio do GC entre as espécies estudadas,
possivelmente essa regido do intestino médio foi constante alvo de pressoes seletivas, as quais
originaram fenétipos tao variados. Como o GC foi a regido do intestino médio larval que mais
apresentou diferencas morfoldgicas passiveis de ser relacionadas a composi¢do da dieta, é
possivel afirmar que esse compartimento estd envolvido com algum papel essencial do
processamento de nutrientes dieta-especifico. Dessa forma, apesar de ser muitas vezes
ignorado, fica clara a importancia em especial desse compartimento para a fisiologia do

intestino médio larval de mosquitos.
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Por fim, o estudo do intestino médio de larvas de mosquitos tem sido restrito a trabalhos de
toxicologia, diversidade de bactérias, ou focado a caracteristicas muito especificas envolvendo
biologia molecular 1884 Surpreendentemente, nenhum estudo realizou uma andlise
morfolégica completa do 6rgdo na fase larval de mosquitos até o momento. Visto que a
morfologia das células do intestino médio desses insetos € varidvel, e pdde ser relacionada com
diversas caracteristicas moleculares, esse estudo comparativo envolvendo trés espécies de
diferentes géneros de mosquitos pode servir de guia no embasamento de futuros trabalhos

relacionados com evolucdo e funcionamento do trato digestivo de mosquitos.
5. Conclusao

Apesar de serem filogeneticamente distantes dentro de Culicidae, An. gambiae, Ae. aegypti, e
T. theobaldi compartilham caracteristicas basicas que diferenciam as trés regides do intestino
médio larval, como as que envolvem formato do nucleo, disposicdo e configuracdo das
especializacdes das membranas apicais e basais. Os eventos relativos ao desenvolvimento do
intestino médio, como diferenciacdo celular, mitose e apoptose também sao semelhantes. No
entanto, diversas caracteristicas morfoldgicas variaram entre as espécies e puderam ser
relacionadas tanto com o parentesco evolutivo como com o tipo de dieta. Este trabalho deixa
claro que larvas de Ae. aegypti e T. theobaldi, filogeneticamente mais relacionadas,
compartilham diversas caracteristicas do 6rgdo que diferem em An. gambiae, apesar dos
distintos tipos de dieta. A variacdo morfoldgica do GC entre as espécies pareceu estar ligada
com a composi¢ao quimica da dieta, enquanto a morfologia da matriz peritréfica ndo foi
afetada. Trabalhos de toxicologia envolvendo larvas de mosquitos de importancia médica
deveriam focar mais atencdo ao GC, compartimento comumente ignorado, mas que, ao que
tudo indica, pode ser potencialmente afetado pela ac@o de inseticidas. 7. theobaldi apresentou
um GC de histologia simples em relacdo ao de An. gambiae e Ae. aegypti. Levando em conta
as adversidades da dieta detritivora e o fato de que larvas de mosquitos comumente apresentam
canibalismo, tudo indica que a condicao predadora € uma caracteristica ancestral de Culicidae.
Futuros trabalhos envolvendo a comparacdo da composi¢ao quimica do conteido do GC de
larvas de Toxorhynchites com a do GC de larvas detritivoras de mosquitos seriam importantes
para entender que tipos de enzimas e/ou outros compostos podem estar envolvidos com as
diferencas morfoldgicas encontradas neste trabalho, além de revelar novos indicios sobre a

provavel ancestralidade predadora larval de Culicidae.
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FIGURAS

Figura 1: A: Esquema geral do trato digestivo da fase larval de mosquitos. Adaptado de Okech
et al.,2018. B-D: Intestinos médios de larvas de An. gambiae (B), Ae. aegypti (C),e T. theobaldi
(D). GC: ceco gastrico; AMG: Intestino médio anterior; PMG: Intestino médio posterior; SG:
glandulas salivares; CR: cardia; MT: tdbulos de malpighi; RG: reto; End: espaco
endoperitréfico; asterisco: espago ectoperitréfico; Cl: limen cecal; linha pontilhada: limite
entre AMG e PMG.
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Figura 2: A-F: Histologia do ceco gastrico de larvas L3 (A, C,E) e L4 (B, D, F) de An. gambiae
(AeB),Ae. aegypti (B e C) e T. theobaldi (E e F). Coloracao: HE. BB: borda em escova; Lu:
limen; Bl: labirinto basal; Nu: nicleos. Barras: 10 ym.
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Figura 3: Epitélio do ceco gastrico (GC) de larvas de An. gambiae (A-C), Ae. aegypti D) e T.
theobaldi (E-I). A: Presenca de conteido eosinofilico preenchido por granulos amarronzados
em L3 de An. gambiae. Coloragdao: HE. B: Histoquimica do GC de L4 de An. gambiae. O
coldide (Co) e os granulos (Gr) do limen do GC possuem proteinas na composicao, com alta
concentracdo delas nesse ultimo. Colora¢do: Azul de bromofenol. C: Histoquimica do GC de
L4 de An. gambiae. Os granulos possuem alta concentracio de carboidratos neutros. Coloragao:
PAS. D: Presenca de granulos (Gr) eosinofilicos no limen da camara do GC de L3 de Ae.
aegypti. Coloracdo: HE. D inset: Note que a borda em escova (asterisco) de Ae. aegypti é
fortemente marcada para azul de bromofenol. E: GC de L3 de 7. theobaldi. O contetdo (Co)
do lumen (Lu) possui proteinas na composi¢ao e a borda em escova € intensamente marcada
para proteinas. Coloracdo: Azul de bromofenol. F: Cntetido do GC de L4 de T. theobaldi com
carboidratos neutros na composi¢ao. Coloracdo: PAS. G: GC de L4 de T. theobaldi. O conteido
do limen (Lu) possui coloracdo marrom. G Inset: Detalhe do citoplasma das células
apresentando granulos da mesma cor do coldide (Co) do limen (Lu). Coloragcdo: HE. H-I:
Presenca de goticulas de lipideo (setas) em L3 de T'. theobaldi. Coloragdo: Tetr6xido de 6smio
e Azul de toluidina. Nu: nicleo; asterisco: borda em escova; Bl: labirinto basal. Barras: 10 ym.
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Figura 4: Membranas da entrada da cAmara do ceco gastrico (GC) de larvas de Ae. aegypti (A),
An. gambiae (B e D) e T. theobaldi (C, F e G). A: Membrana cecal amorfa de L4 de Ae.
aegypti. Coloracdo: PAS. B: Membrana cecal cérnea de L3 de An. gambiae. Coloracdo: PAS.
C: Membrana cecal amorfa de L4 de T. theobaldi. Coloracdo: PAS. D: Detalhe da membrana
cecal cornea de An. gambiae. E, F: Detalhe da membrana cecal amorfa de L4 de T. theobaldi
em coloracdo HE (E) e coloragdao histoquimica de mercurio bromofenol (F). G: Sec¢ao
transversal da membrana cecal de de L3 de T. theobaldi. Coloracao: PAS. ES: Espaco
ectoperitréfico; Lu: limen da camara do ceco géstrico; PM: matriz peritréfica: Gr: granulos.
Ep: epitélio; asterisco: borda em escova. Barras: 10 ym. H-J: Detalhe das células delgadas
(setas largas) de onde surge a membrana cecal (setas finas) de larvas L4 de An. gambiae (H),
Ae. aegypti (I),) e T. theobaldi (J). ES: espaco ectoperitréfico; Lu: limen; Nu: nucleo; GC-in:
epitélio do GC que estd isolado do restante do intestino pela membrana cecal; GC-out: epitélio
de transi¢do do GC; Gr: granulos; Setas largas: membrana cecal; setas finas: células delgadas
que dao origem a membrana cecal. Barras: 10 ym.
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Figura 5: A-F: Comparacgao da entrada do ceco géstrico (GC-out) de L4 de An. gambiae (A),
Ae. aegypti (B), e T. theobaldi (C) e seus respectivos detalhes (D), (E), (F). Note que as células
da transicao para o ceco gastrico (GC-out) em An. gambiae e Ae. aegypti sdo diferentes. Nesse
primeiro, elas possuem borda em escova (asterisco) alta (D), enquanto no ultimo a borda em
escova € quase imperceptivel (asterisco), e as células tém dpices irregulares (E). Em T
theobaldi, as células da transicdo sdo morfologicamente semelhantes as do AMG (F, setas
largas). Note que em An. gambiae e T. theobaldi, o GC possui protuberancias superiores (PS)
e inferiores (PI), enquanto em Ae. aegypti, hd apenas uma protuberancia inferior (PI). CA:
Epitélio da cardia; AMG: Intestino médio anterior; setas: células que originam a membrana
cecal. A, B, D e E: Coloragdo: HE. C e F: Coloragdo: azul de bromofenol. Ca: epitélio da cardia;
AMG: intestino médio anterior; setas pretas largas: membrana cecal; setas pretas finas:
transicao entre epitélio que fica em contato com o limen cecal e epitélio em contato com espago
ectoperitréfico; PM: matriz peritréfica; Lu: Limen do GC; GC-in: epitélio da por¢do do GC
que ¢ isolada do restante do intestino médio pela membrana cecal; setas brancas largas:
semelhanca morfolégica entre epitélio de transi¢cdo do GC e epitélio do AMG. Barras: 50 ym.

An. gambiae Ae. aegypti T. theobaldi

i)

. R

v

u; NV‘
5]

63



Figura 6: A-F: Histologia do intestino médio anterior (AMG) de larvas L3 (A, C,E) e L4 (B,
D, F) de An. gambiae (A e B), Ae. aegypti (B e C) e T. theobaldi (E e F). PM: Matriz peritréfica;
End: espaco endoperitréfico; Nu: nucleos; V: vesiculas citoplasmaticas; MF: feixes musculares;
BI: labirinto basal; asterisco: espaco ectoperitrofico. Coloracdo: HE. Barras: 10 ym.
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Figura 7: Detalhes das células do intestino médio anterior (AMG) de larvas de Ae. aegypti (A,
G), An. gambiae (B) e T. theobaldi (C,D, E,F,G). A-B: Note a camada delgada da borda em
escova (colchetes) (A), e o labirinto basal alto e paralelo (Bl), tipico dessa regidao (B).
Coloragao: HE. C e D: Note a variacdo morfolégica do AMG, apresentando poucas (C) ou
muitas vesiculas citoplasmaticas (D) (seta). Coloracdo HE. E: A borda em escova do AMG
apresenta pouca marcagdo para proteinas. Coloracdio Bromofenol. F-G: Abundincia de
goticulas lipidicas no AMG de T theobaldi. Coloracao: Tetr6xido de 6smio e azul de toluidina.
H: Goticulas lipidicas no AMG de Ae. aegypti. Coloracao: Tetroxido de 6smio. Bl: labirinto
basal; MF: fibras musculares; Nu: nticleo; CA: Apice celular; asterisco: espaco endoperitréfico;
PM: matriz peritréfica; Ld: goticulas de lipidio; V: vesiculas citoplasmadticas. Barras: 10 ym.
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Figura 8: A-G: Vesiculas, modificagdes do dpice celular (Am) e protrusdes citoplasmaticas de
células do intestino médio anterior (AMG) de Ae. aegypti (D e E), An. gambiae (Fe G) e T.
theobaldi (A, B e C). Note que em Ae. aegypti (D e E) e T. theobaldi (A, B e C), vesiculas
citoplasmaéticas (V) se fundem (setas) e formam configuracdes apicais em forma de taga (Am).
Em An. gambiae, vesiculas citoplasmadticas sdo vistas em projecdes (P) sem se fundirem (F e
G). Nu: nucleos; ES: Espaco ectoperitréfico; End: espaco endoperitréfico; CA: dpice celular;
Am: configurac¢des apicais em forma de taga. Barras: 10 ym.
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Figura 9: A-F: Histologia do intestino médio posterior (PMG) de larvas L3 (A, C,E) e L4 (B,
D, F) de An. gambiae (A e B), Ae. aegypti (B e C) e T. theobaldi (E e F). End: espago
endoperitréfico; Nu: nicleos; Bl: labirinto basal; BB: borda em escova. Coloracao: HE. Barras
de escala: 10 ym.

An. gambiae

Ae. aegypti

T. theobaldi

67



Figura 10: A-I: Porcéo inicial e final do intestino médio posterior (PMG) de larvas de An.
gambiae (A-C), Ae. aegypti (D-F) e T. theobaldi (G-I). Note as diferencas morfolégicas ao
longo da extensdo do epitélio do PMG de larvas de Ae. aegypti (D-F) e T. theobaldi (G-I).
Nessas duas espécies, 0 PMG posterior apresenta substancias claras acumuladas no citoplasma
(F eI). Em larvas de An. gambiae (A-C), 0 PMG posterior é morfologicamente similar ao PMG
posterior. Coloracao: HE. Ep: epitélio digestivo; BB: borda em escova; Nu: nucleos, Lu:
Lumen, setas: regides claras no interior do citoplasma das células digestivas.
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Figura 11: Protrusdes citoplasmaéticas das células digestivas do PMG de An. gambiae (A-C),
Ae. aegypti (D-F), e T. theobaldi (G-I). A, D, G: Coloracdo HE; B, E, H: Colora¢do: mercurio
bromofenol; C, F,I: Coloracdo PAS. Note que no PMG de An. gambiae, as protrusdes possuem
a borda fortemente eosinofilica em relacdo ao interior (A), possuem alta concentracdo de
proteinas homogeneamente distribuidas (B), e ndo apresentam granulos PAS-positivos (C).
Diferentemente, no PMG de Ae. aegypti e T. theobaldi, as protrusdes possuem conteido
bromofenol-positivo granuloso (E e H), e repleto de granulos PAS-positivos (F e I). BB: borda
em escova; setas: protrusdes; Lu: limen. Barra de escala: 10 ym.
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Figura 12: A-H: Presenca de carboidratos neutros no GC (A-B), AMG (C-E) e PMG (F-H) de
larvas de An. gambiae (A, C, F), Ae. aegypti (B, D, G), e T. theobaldi (C, E, H). Note que em
todas as regides do intestino médio de Ae. aegypti e T. theobaldi, todo o citoplasma das células
digestivas apresenta granulos de carboidratos neutros (setas). Em An. gambiae, s6 € possivel
visualizar poucos granulos, os quais se encontram individualizados. Nu: nucleos; Lu: limen;
BB: borda em escova; Bl: labirinto basal. Barras: 10 ym.
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Figura 13: A-D: Células basais do AMG de An. gambiae (A), Ae, aegypti (B e D) e T. theobaldi
(C e D inset). Note que as células basais de An. gambiae sao globosas, e ndo apresentam
ramificacdes evidentes, enquanto as de Ae. aegypti e T. theobaldi sdo triangulares e ramificadas.
Coloracdo: HE; setas brancas: ramificagdes; nu: nicleo de células basais. E-M: Células
regenerativas com borda em escova no GC (E-G), AMG (H-J), e PMG (K-M) de larvas de An.
gambiae (E, H e K), Ae. aegypti (F,1e L), e T. theobaldi (G,J e M). Asterisco: microvilos de
células regenerativas. BB: borda em escova das células digestivas. Nu: nucleos das células
digestivas maduras; nu: nicleos das células regenerativas com borda em escova; setas pretas:
células regenerativas altas. Barras: 10 ym.
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Figura 14: Presenca de fibras musculares de grande didmetro no epitélio de transicao do ceco
gastrico (GC-out) de larvas L4 de An. gambiae (A, B), Ae. aegypti (C,D) e T. theobaldi (E, F).
Setas: fibras musculares. End: espaco endoperitréfico; GC-out: Epitélio da regido de transicao
do GC.
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Figura 15: Comparacio do niimero de feixes de fibras por anel de miisculo circular do intestino
médio de larvas L4 de An. gambiae, Ae. aegypti e T. theobaldi. A-F: Secc¢ao transversal das
fibras musculares por anel circular no AMG (A) e PMG (D) de An. gambiae; AMG (B) e PMG
(E) de Ae. aegypti; e AMG (C) e PMG (F) de T. theobaldi. Cada anel de musculo circular em
corte transversal estd indicado pelos quadrados. Note que cada anel de misculo circular possui
apenas um feixe de fibras (setas pretas finas) em An. gambiae e Ae. aegypti. Diferentemente,
em 7. theobaldi, é possivel identificar mais de um feixe de fibras (setas pretas finas) por anel.
A: coloracdo de PAS; B: Coloracdo de azul de bromofenol. C-F: HE. G-H: Visao longitudinal
dos musculos circulares do PMG de intestinos médios de larva L4 de Ae. aegypti (G) e T.
theobaldi (H), mostrando o maior nimero de fibras circulares por anel em 7. theobaldi em
relacdo a Ae. aegypti. Cada anel de musculo circular em visdo longitudinal estd indicado pelos
quadrados. Microscopia confocal. Vermelho: fibras musculares; Nu: nucleos. Setas finas:
feixes de musculos circulares; setas largas: feixes de musculos longitudinais. AMG: intestino
médio anterior; PMG: intestino médio posterior.
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Figura 16: A-H: Matriz peritréfica (PM) de larvas L4 de An. gambiae (A e E), Ae. aegypti (B,
E e G), e T. theobaldi (C, F e H). Note que o padrdo de carboidratos neutros (A, B, C) e
proteinas (D, E, F) € similar no intestino médio das trés espécies. Em microscopia de luz, o
arcabougo de quitina € similar em Ae. aegypti e T. theobaldi. A-C: Coloracdo PAS. D-F:
Coloracao: azul de bromofenol. Setas pretas: matriz peritréfica, Ep: epitélio. G-H: Microscopia
confocal com WGA.. Setas brancas: arcabougo de quitina da matriz peritréfica.
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Figura 17: Células em divisao mitética no intestino médio de larva de Ae. aegypti (A-E) e T.
theobaldi (F-H). Microscopia confocal. Vermelho: fibras musculares; azul: nicleos; verde:
nuicleos de células em divisdao. A: intestino inteiro; B: GC e AMG; C: Detalhe do AMG. D:
PMG:; E: Detalhe do PMG. Inset: Detalhe dos niicleos em mitose.
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Figura 18: Presenca de células enteroenddcrinas FMRF-positivas isoladas no PMG de Ae.
aegypti (A e B) e agrupadas no PMG de T. theobaldi (C e D). Vermelho: feixes musculares;
azul: nucleos; verde: neuropeptidios FMRF no citoplasma de células enteroenddcrinas. PMG:
Intestino médio posterior. Setas: células enteroenddcrinas FMRF-positivas.
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Figura 19: Arvore filogenética de Culicidae. Adaptado de Narayanan et al., 2018.

* Anopheles sinensis (Anophelinae)
50|.98 . Anopheles gambiae (Anophelinae)
* 50198  Aedes albopictus (Culicinae / Aedini)
gg:gg R 100].98 [_ Culex quinquefasciatus (Culicinae/Culicini)
50/.98 |, 50|.98 Toxorhynchites sp. (Culicinae/Toxorhynchitini)
52!‘_;8'89-5- & Tripteroides aranoides (Culicinae/Sabethini)
400I-8'q 001.9 Wyeomyia smithii (Culcinae/Sabethini)
300].94
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Tabela 1: Comparacgdo de caracteres morfolégicos do intestino médio de larvas de An.

gambiae, Ae. aegypti, e T. theobaldi.

L . ‘0'\@ Q(\ 0\&
Caracteres morfologicos %&*‘ 0@9 \\@o"
?;\\‘ ?&' .
X X
X
Forte marcaciio de carboidratos neutros em todo o intestino médio X X
Marcagio de carboidratos neutros concentradas no GC e PMG X
Protusdes das células do PMG ricas em carboidratos neutros X X
Protusdes das células do PMG pobres em carboidratos neutros X
X X
X
Aciimulo de substancias de secrecio no PMG X X
Nenhum aciimulo de substincias detectivel no PMG X
Formacio de uma microrregido anterior a membrana cecal no GC X X
Auséncia de microrregiio antes da membrana cecal no GC X
Mais de um feixe de fibras de miisculo circular por anel X
Apenas um feixe de fibras por anel de miisculo circular X X
Aciimulo de goticulas de lipidios no AMG X X
Auséncia de goticulas de lipidios no AMG X
S
X X
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Figura suplementar 1: Intestinos médios de larvas de An. gambiae (A-D), Ae. aegypti (E-H),
e T. theobaldi (I-L). A-D: Histologia do AMG de L3 (A) e L4 (B); e do PMG de L3 (C) e L4
(D) de An. gambiae. E-H: Histologia do AMG de L3 (E) e L4 (F); e do PMG de L3 (G) e L4
(H) de Ae. aegypti. I-L: Histologia do AMG de L3 (I) e L4 (J); e do PMG de L3 (K) e L4 (L)
de T. theobaldi.Lu: Limen do intestino médio; Ep: epitélio; GC: ceco gastrico; AMG: Intestino
médio anterior; PMG: Intestino médio posterior. Coloragcdo: HE.
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Figura Suplementar 2: A: Comparagdo de tamanhos entre .3 e L4 de Ae. aegypti. Foto em
microscopio estereoscopico. B: Histologia do GC de L4 de Ae. aegypti. Note a presenca de
uma microrregido anterior (MA) a por¢ao do GC que € isolada do restante do intestino médio
pela membrana cecal em Ae. aegypti. C-D: células regenerativas altas (setas) com borda em
escova primordial (*) no AMG (C) e PMG (D) de Ae. aegypti. E: Goticulas lipidicas (L.d) no
AMG de L3 de T. theobaldi. F: Intestino médio de pupa de Ae. aegypti como controle positivo
para marca¢do de apoptose. Microscopia confocal. Verde: Nucleos de células apoptéticas no
GC. Vermelho: fibras musculares. AMG: Intestino médio anterior; GC: ceco gastrico.
Microscopia de luz: Ca: cdrdia; Ld: goticulas de lipideo; BB: borda em escova; setas: células
regenerativas altas com borda em escova primordial (asterisco).
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Figura suplementar 3: A-E: Dindmica morfolégica do intestino médio de L4 de 7. theobaldi.
A: Larva L4 recém-alimentada. B-D: Morfologia do intestino médio em estdgios intermedidrios
do processo digestivo. O ceco gastrico aparece mais volumoso quando o intestino médio se
encontra vazio (E). C inset: contetido negro isolado da camara do GC. GC: ceco géastrico; AMG:
intestino médio anterior; PMG: intestino médio posterior. Barra: 50 mm.
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Figura suplementar 4: Protrusdes citoplasmaticas de células do apéndice do GC de Ae. aegypti
(A-G), An. gambiae (H) e T. theobaldi (I). A, B, G: coloragao HE; C, D: coloracdo PAS; E,
F: Coloracao azul de bromofenol; H: coloragdo azul de toluidina. Ep: epitélio; Lu: Lumen;
BB: borda em escova; setas: protrusdes citoplasmaticas; asterisco: borda em escova; ES: espaco
ectoperitrofico. Barras: 10 ym.
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Figura suplementar 5: Desenho esquemadtico das células do GC de Ae. aegypti (A), An.
gambiae (B) e T. theobaldi (C). AMG: Intestino médio anterior; Cr: cardia; GC-out: regido de
transicdo do GC; GC-in: compartimento interno, cercado pela membrana cecal; setas:
membrana cecal.
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4. CAPITULO 2

Desenvolvimento do intestino médio de Anopheles gambiae, Aedes aegypti e

Toxorhynchites theobaldi durante a metamorfose

Resumo

O intestino médio dos mosquitos é remodelado durante a metamorfose, processo que esta
intimamente ligado as diferentes necessidades fisiologicas desses insetos entre o estagio larval
e adulto. Apesar da importancia do intestino médio em mosquitos, por ser a porta de entrada
para patdgenos, como virus e protozodrios causadores de doengas a humanos, os eventos
relacionados com o desenvolvimento do 6rgao sdao desconhecidos. Neste trabalho, mostramos
que o remodelamento do intestino médio de Amnopheles gambiae, Aedes aegypti e
Toxorhynchites theobaldi se inicia no fim do estigio larval, e que a histdlise do epitélio
digestivo larval ocorre na fase inicial do estdgio de pupa, e envolve eventos de autofagia e
apoptose. O epitélio recém-formado se diferencia rapidamente, e ja possui células
enteroenddcrinas funcionais. Pouco antes da metade do curso do estdgio de pupa, ocorre um
novo descarte epitelial correspondente ao epitélio pupal que se formou na pupa inicial, e o
epitélio integro visto nessa fase corresponde ao definitivo, que perdurara durante a fase adulta.
Este ndo se encontra completamente diferenciado, por apresentar morfologia diferente da
encontrada nos estagios adultos, auséncia de células enteroenddcrinas FMRF-positivas e
ocorréncia de eventos de mitose em toda a extensao do 6rgdo. Suas células apresentam inimeras
goticulas de lipidios, as quais sdo provavelmente oriundas da absorcao de lipideos a partir dos
restos celulares descartados no limen. Na fase de pupa tardia, as células epiteliais ja
apresentam sinais de regionalizagdo, o diverticulo ventral e a cdrdia ja estdo se formando, € as
células passam por novos eventos de autofagia e apoptose, os quais provavelmente ocorrem no

sentido de modificar o formato do 6rgao até a sua conformacao final, tipica do estdgio adulto.
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1. Introducao

O trato digestivo dos mosquitos (Diptera, Culicidae) passa por intensas modificagdes
durante seu desenvolvimento pds-embriondrio 2, o que € explicado, em grande parte, pelas
diferentes necessidades fisioldgicas desses insetos nas fases larval e adulta 3. As larvas de
mosquitos sdo aqudticas e possuem um aparelho bucal mastigador, enquanto os adultos sdao
terrestres, com aparelho bucal picador-sugador *°. Seguindo esta mudanca de hdbitat e
comportamento alimentar, a morfologia do trato digestivo € completamente alterada entre larva
e adulto !, e € na fase pupal quando a maior parte dessas modificagdes acontecem °.

O intestino médio é o 6rgao do trato digestivo de mosquitos responsavel por quase a
totalidade da digestao e absor¢do de nutrientes, além de ser sitio de acdo de inseticidas e outros
agentes toxicos "~13. Nas fémeas adultas hematéfagas das espécies capazes de transmitir doencas
a humanos, como Anopheles gambiae e Aedes aegypti, o intestino médio € constante alvo de
estudos por ser a porta de entrada para patégenos como o protozodrio Plasmodium '*'> e varios
tipos de arbovirus, como DENV, ZIKV e CHIKV !¢8, Sabe-se que no estdgio de pupa os
mosquitos ndo se alimentam '°, e que a exposicao das larvas a diferentes tipos de dieta afeta a
reproducdo do adulto, , longevidade, permissividade a infec¢do por patégenos, e capacidade
vetorial 2. Como componentes da dieta sdo digeridos e absorvidos no intestino médio, fica
clara a relacdo entre atividade do 6rgéo e a geracao do estagio adulto. No entanto, apesar de sua
importancia, o intestino médio de mosquitos possui varias lacunas na compreensdo de sua
morfofisiologia, principalmente no tocante ao seu desenvolvimento pds-embriondrio.

Com o objetivo de esclarecer o que ocorre durante a metamorfose no intestino médio desses
insetos desde o inicio de seu remodelamento tecidual até a sua condi¢ao na fase final do estagio
de pupa, foram utilizadas neste trabalho trés espécies de mosquitos filogeneticamente distantes
para desenhar um panorama geral do desenvolvimento do 6rgdo em Culicidae. Uma das
espécies escolhidas foi An. gambiae, representante da subfamilia Anophelinae; e as outras duas
foram Ae. aegypti e Toxorhynchites theobaldi, ambas da subfamilia Culicinae 2423,

Como mencionado anteriormente, An. gambiae e Ae. aegypti sdo importantes vetores de
patégenos a humanos. No estdgio larval, essas duas espécies possuem dieta detritivora, a qual
inclui detritos organicos, bactérias e fungos 19226, Porém, quando adultos, tanto machos quanto
fémeas se alimentam de néctar exudatos de plantas, e as fémeas se alimentam adicionalmente
de sangue de vertebrados para auxiliar no desenvolvimentos de seus ovos >*'2°. No caso de 7.
theobaldi, as larvas sdo predadoras, e o estagio adulto é exclusivamente fitéfago, pois as fémeas

adultas ndo apresentam hematofagia, ndo sendo, portanto, vetoras *°. Larvas de Toxorhynchites
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se alimentam de invertebrados aquéticos, principalmente larvas de outros mosquitos, motivo
pelo qual ja foram inclusive utilizadas em estratégias de controle bioldgico de espécies de
importancia médica 2.

O intestino médio dos mosquitos, tanto na fase larval quanto adulta, constitui-se de um
epitélio digestivo simples que é circundando externamente por musculos circulares e
longitudinais *-3¢. O epitélio digestivo apresenta trés tipos celulares distintos, que sdo as células
digestivas ou enterdcitos, majoritariamente presentes; as células regenerativas, responsaveis
pela renovacao epitelial; e as células enteroenddcrinas, envolvidas com o controle funcional do
orgdo através da liberacdo de hormodnios peptidicos #3537 Na fase larval, a distincdo
morfolégica das células digestivas permite reconhecer no intestino médio trés regioes
principais: o ceco gastrico (GC), o intestino médio anterior (AMG) e o intestino médio posterior
(PMG) . No estdgio adulto, o 6rgdo é delgado em relacdo ao do estdgio larval, ndo possui GC,
e é dividido em AMG e PMG ¢°.

Ja é conhecido que na larva de quarto instar tardia de Ae. aegypti, o intestino médio inicia
os eventos de modificacdo tecidual relativos a metamorfose tanto no epitélio digestivo quanto
no musculo (capitulo 2) 243, No entanto, devido a escassez de informacdes em relacdo aos
demais estdgios da metamorfose do intestino médio de mosquitos, o desenvolvimento do 6rgao
na fase pupal de Drosophila melanogaster foi utilizado como referéncia para o presente estudo.
D. melanogaster é o representante da ordem Diptera que possui maior leque de informagdes a
respeito da morfofisiologia do intestino médio durante a metamorfose 3. Neste inseto, células
regenerativas formam ninhos na fase final da larva de ultimo instar, quando o descarte do
epitélio larval se inicia, seguido do processo de diferenciacio do epitélio pupal em ascensdo **.
Na fase de pupa, o epitélio do intestino médio larval € histolizado e descartado junto com o
epitélio pupal recém-formado, os quais, por sua vez, passam a formar os restos presentes no
limen do 6rgdo, denominados conjuntamente de corpo amarelo *'#4. A partir dai, se inicia um
novo processo de diferenciagdo que originara o epitélio definitivo da fase adulta, o qual é
completado somente apds sua emergéncia . Em mosquitos, o remodelamento do epitélio
digestivo foi pouco investigado, e ndo se sabe se ocorre um descarte adicional de epitélio na
fase de pupa além do epitélio larval.

Para averiguar o que ocorre durante o remodelamento epitelial do intestino médio de An.
gambiae, Ae. aegypti, e T. theobaldi entre o fim do ultimo instar larval e o fim do estdgio pupal,
neste trabalho, foi feita uma descricao morfoldgica detalhada do intestino médio de trés fases

do estdgio de pupa, e os principais eventos envolvidos no desenvolvimento do 6rgdo, como
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apoptose, autofagia e proliferacdo celular, foram analisados. A presenca e localizacao de células
enteroenddcrinas também foi investigada. Por fim, foi verificado se a origem filogenética € um

fator que interfere no processo de remodelamento tecidual do 6rgao nesses mosquitos.

2. Material e métodos

2.1. MOSQUITOS

An. gambiae, Ae. aegypti e T. theobaldi possuem tempos de duracdo diferentes para o
estdgio de pupa. Além disso, sabe-se que fatores como temperatura do ambiente, e tipo € a
quantidade de alimento fornecido as larvas reflete no tempo de desenvolvimento dos mosquitos
222345 Dessa forma, para cada espécie, o tempo total de duracdo desse estagio foi calculado e
utilizado para detectar a pupa tardia (LP). As pupas na metade da pupagdo também foram
analisadas, e chamadas de pupas intermedidrias (IP). Sabe-se que na fase de pupa inicial (EP),
o epitélio digestivo larval de mosquitos € histolizado 2, e, por isso, as EP foram analisadas em
trés tempos no sentido de visualizar momentos antes e apds a substituicao do epitélio larval por

um novo.

2.1.1. An. gambiae

Foram utilizados os seguintes estagios e fases de An. gambiae: Larvas de quarto instar
(L4), com aproximadamente 40 h apds ecdise de L3 para L4 (L4 tardias-LL), Pupas iniciais
com 0; 20; e 40 min apds pupacdo, Pupas intermediarias com 18 £ 1h apds pupagdo e Pupas
tardias com 36 h apds pupacdo. Os exemplares foram obtidos no insetdrio do Johns Hopkins
Bloomberg School of Public Health, Baltimore, Estados Unidos da América. As larvas foram
criadas em bandejas de plastico contendo dgua limpa declorada desde a fase de ovo e
alimentadas com racdo de tartaruga. As bandejas foram mantidas em ambiente com temperatura

controlada de 26 + 2 °C, umidade de 60% e fotoperiodo de 12h.

2.1.2. Ae. aegypti

Foram utilizadas as seguintes fases de Ae. aegypti: pupas iniciais com O (de coloracio
branca); 30; e 60 min apds pupacdo, Pupas intermedidrias com 24 + 1h apds pupacdo e Pupas
tardias com 48 h apds pupacdo. Os exemplares utilizados foram os da linhagem PPCampos
(Campos dos Goytacazes, RJ) e foram obtidos no insetario do Departamento de Biologia Geral

da Universidade Federal de Vigosa, Brasil. Eles foram criados em bandejas de plastico,
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contendo agua limpa declorada desde a fase de ovo e alimentados com ragdo de tartaruga
Reptolife, Alcon ®, Santa Catarina, Brasil. As bandejas foram mantidas em incubadora com

temperatura de 26 + 2 °C, umidade de 60% e fotoperiodo de 12 h.

21.3.T. theobaldi

Foram utilizadas as seguintes fases de 7. theobaldi: pupas iniciais com 0; 75 min e 150
min apds pupagdo, pupas intermedidrias com 2,5 dias & 1h ap6s pupacdo e pupas tardias com 5
dias apds pupacao. Larvas nas fases L3 e L4 foram coletadas na Mata do Paraiso (situada entre
as latitudes de 20° 41°20”S 20° 49” 35”S e entre as longitudes de 42° 41°20” W e 42° 54’ 27~
W), Universidade Federal de Vigosa, Brasil, sob licenca do ICMBio de nimero 56917-2. A
coleta foi feita distribuindo-se baldes pretos proximos a troncos de drvores no interior de regido
de mata. Inicialmente, os baldes-armadilha foram abastecidos com dgua de torneira, mas depois
foram mantidos com agua da chuva e triados mensalmente a procura de imaturos. Os imaturos
coletados foram trazidos para o insetario do DBG. As larvas foram criadas individualmente em
pequenos potes de plastico contendo dgua declorada, e alimentadas com larvas de Ae. aegypti
(PPCampos, criadas como descrito acima) e mantidas em sala sem controle de temperatura ou

luminosidade, de forma a manter as condi¢des de crescimento proximas as da natureza.

2.2. HISTOLOGIA

Intestinos médios dos exemplares das trés espécies, descritos nos subitens anteriores, foram
dissecados em PBS (0.1 M NaCl, 20 mM KH2PO4, e 20 mM Na,HP,; pH 7.6), com auxilio de
microscopio estereoscopico, e fixados em solucdo fixadora de Zamboni (paraformaldeido 4%
e 4acido picrico 0.4% em PBS) por duas horas. Para An. gambiae e Ae. aegypti, foram utilizados
24 intestinos para a fase de EP (oito para cada um dos trés tempos definidos); e 16 intestinos
para cada um dos estagios de IP e LP. Para T. theobaldi foram utilizados 15 intestinos para a
fase de EP (cinco para cada um dos tempos definidos), e sete para cada um dos estagios de IP
e LP, devido a dificuldade na obten¢do de seus exemplares. Apds a fixacdo, as amostras foram
lavadas em PBS, e submetidas a desidrata¢ao em série alcodlica sendo mantidas por 10 minutos
em cada concentracdo (70, 80, 90 e 100%). Apds a desidratacdo, o material foi embebido em
Historesin (Leica), sem acréscimo de catalisador, e deixado overnight, para posterior inclusdo.
Secgdes em série (2.5 pm) das amostras foram obtidas em micrétomo automético (Leica)
utilizando-se navalhas de vidro. As secgdes foram acomodadas em laminas de vidro e coradas

com hematoxilina e eosina (HE). As seccdes coradas foram cobertas por laminula utilizando-
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se meio de montagem Eukitt (Fluka), visualizadas em microscopio Olympus BXS53 e

fotografadas com camera Olympus DP 73 do Laboratério de Sistematica Molecular da UFV.

2.3. HISTOQUIMICA
2.3.1. Lipideos

Seis intestinos médios de cada fase de pupa (n = 18) de An. gambiae, Ae. aegyptie T.
theobaldi foram dissecados e fixados em glutaraldeido 2.5% em tampao cacodilato de sédio,
pH 7 .4; seguido de pds-fixacdo com tetroxido de 6smio 1% em PBS por 40 minutos ao abrigo
da luz. Apoés esse passo, os intestinos foram lavados em PBS e submetidos aos processos de
desidratagdo e inclusdo. Sec¢des (5 um) foram fotografadas e montadas com sacarose 30% em

agua destilada, e fotografadas como descrito no item 2.2.
2.3.2. Carboidratos neutros

Parte das seccOes das larvas tardias de An. gambiae foram submetidas a técnica
histoquimica de P.A.S. (Periodic Acid Shiff) para deteccdo de carboidratos neutros. Regides
ricas em carboidratos neutros, como o glicogénio e mucopolissacarideos, adquirem uma
coloracdo magenta. As laminas histolégicas foram incubadas com solug¢do aquosa de acido
periddioco 1% durante 20 minutos. Apds a incubacdo, elas foram lavadas em agua destilada
(trés banhos de 10 minutos), e tratadas com reativo de Shiff durante 45 minutos. Seguiu-se novo
processo de lavagem, porém em dgua corrente, durante 15 minutos *6. Por fim, as sec¢des foram

coradas com hematoxilina, montadas e fotografadas como descrito no item 2.2.

2.4. IMUNOFLUORESCENCIA

2.4.1. Mitose, autofagia, e células enteroendocrinas FMRF-positivas

Intestinos fixados foram lavados (item 2.2) e tratados com PBST (Triton X-100 1% em
PBS) por trés vezes de 30 minutos. Em seguida, as amostras foram incubadas overnight a 4°C
com os seguintes anticorpos primarios diluidos em PBS: anti-phospho histone H3 (1:100, Cell
Signaling); anti-LC3B (1:200, Cell Signaling) e anti-FMRF-amide (1:500, Genetex). No dia
seguinte, as amostras foram lavadas, e incubadas em camara escura com anticorpo secundario
IgG FITC (1:200, Genetex). No terceiro dia de processamento, as amostras foram lavadas e

incubadas com Phalloidin-Alexa 546 (1:40, Life Technologies) por 40 minutos, e TO-PRO3
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(1:1000, Thermo Fisher Scientific) por 30 minutos. Por fim, as amostras foram submetidas ao
ultimo processo de lavagem por trés vezes de oito minutos, e finalmente montadas em laminas
de vidro com solucdo de Mowiol coberta por laminulas. As amostras foram fotografadas no
Microscépio Confocal de Varredura a Laser Zeiss 510 Meta do Nicleo de Microscopia e
Microandlise da UFV. Foram utilizados 25 intestinos por anticorpo primdrio para cada fase de
pupa no caso de Ae. aegypti, e oito para 7. theobaldi.

Os controles negativos foram feitos com cinco exemplares de cada fase por espécie para
os trés anticorpos primdrios repetindo-se 0 mesmo procedimento, porém, com auséncia da

incubacdo por estes.

2.4.2. Apoptose

Intestinos médios de Ae. aegypti e T. theobaldi foram dissecados em PBS e imediatamente
incubados com o reagente Cell Event Caspase3/7 (1:350, Invitrogen) por 30 minutos em camara
escura. Apds a incubagdo, as amostras foram fixadas em formaldeido 3,7% (em PBS, pH 74)
por 30 minutos, lavadas em seguida por 3 vezes de 5 minutos, e incubadas com Alexa Fluor
546 Phalloidin (1:50, Life Technologies) por 40 minutos. Finalmente, as amostras foram
lavadas, montadas e fotografadas como mencionado no subitem anterior. O nimero de amostras
analisadas também foi 0 mesmo do subitem anterior.

Os controles negativos foram feitos utilizando-se cinco exemplares de intestino médio de

L3 de Ae. aegypti, o qual ndo apresentou células em apoptose (capitulo 1).
3. Resultados

O epitélio digestivo dos intestinos médios das trés fases de pupa analisadas de An. gambiae,
Ae. aegypti e T. theobaldi apresentaram similaridades morfoldgicas entre as espécies, mas
difere entre as fases de uma mesma espécie. Por esse motivo, as caracteristicas referentes a cada
fase do estagio de pupa foram discutidas separadamente e divididas nos topicos de pupa inicial
(EP), pupa intermedidria (IP) e pupa tardia (LP). A morfologia do epitélio digestivo do intestino

médio da larva tardia de An. gambiae foi descrita primeiramente.
LARVA TARDIA (LL) DE AN. GAMBIAE

O intestino médio das LLs de An. gambiae nao apresenta matriz peritrofica e o alimento

também nao € visto no limen do 6rgdo. Diferente disso, o que se encontra é um material
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granuloso PAS-positivo eosinofilico preenchendo tanto o limen do ceco gastrico (GC), como
do intestino médio anterior (AMG) e posterior (PMG) (Fig. 1A-B).

As células digestivas do AMG apresentam polaridade relativa a presenca de moléculas
acidas e bdsicas, com sua por¢ao apical apresentando-se dcida (corada com hematoxilina), ao
contrario da porcdo basal, a qual apresenta-se eosinofilica (Fig. 1B-C). Os nucleos se
encontram intactos, sem sinais aparentes de picnose, € a borda em escova € altamente
eosinofilica. Células basais sao vistas em toda a extensao do AMG, mas encontram-se isoladas
umas das outras e inseridas entre as c€lulas digestivas (Fig. 1B-C). Em alguns exemplares, as
células digestivas do AMG foram vistas emitindo protrusdes em direcdo ao limen (Fig. 1C).

As células digestivas do PMG apresentam inimeras protrusdes em direcdo ao limen do
orgdo, as quais contém granulos fortemente PAS-positivos (Fig. 1D-F). Os nucleos ndo

possuem sinais de picnose e, diferentemente do AMG, as células basais do PMG sdo vistas

enfileiradas e unidas em toda a extensao dessa regido (Fig. 1D e 1F).

PUPA INICIAL (EP)

Os intestinos médios das pupas iniciais de An. gambiae, Ae. aegypti e T. theobaldi
apresentam sinais claros de remodelamento tecidual (Fig. 2A-C). O limen do 6rgdo nas trés
espécies € preenchido por um material homogéneo eosinofilico, e o epitélio digestivo referente
a fase larval encontra-se em degeneracao, processo que € visto tanto no GC (Fig. 2D-F) como
nos AMG (Fig. 2G-1) e PMG (Fig. 2J-L). Concomitantemente, um novo epitélio digestivo é
visto em processo de ascensdo (Fig. 2D-L).

O tempo onde o epitélio se encontra no auge do remodelamento tecidual corresponde as
EPs com 20 min, 30 min e 75 min apds pupagdo em An. gambiae, Ae. aegypti e T. theobaldi,
respectivamente. As células do epitélio larval apresentam citoplasma acinzentado e nucleos
picndticos, 0s quais sdo escuros, € muitas vezes sao vistos fragmentados (Fig. 2D, G-H,Je L).
Em T. theobaldi, é possivel identificar a morfologia das células em degeneracdo em maiores
detalhes (Fig. 5B e D). Nessa fase, as células do epitélio novo possuem niticleos achatados e
apresentam-se pavimentosas (Fig. 2D, 2G-I e 2J-L).

Nos intestinos médios das EPs das trés espécies que foram dissecados imediatamente
apos o inicio da pupagdo, o epitélio larval em degeneracdo ainda se encontra adjacente ao novo
epitélio em ascensdo (Fig. 3A,C e E). Nas EPs de An. gambiae, Ae. aegypti e T. theobaldi com

40min, 60 min, e 150 min apds pupacdo, respectivamente, o antigo epitélio larval ja se encontra
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dissociado do novo (Fig. 3B, D e F), o qual, por sua vez, é visto mais proeminente em relagdo
aos intestinos médios das EPs dos respectivos tempos anteriores (Fig. 2).

O tecido epitelial correspondente ao GC das larvas se degenera e o formato de saco
tipico desses compartimentos se desfaz, porém, células basais também sdo vistas em torno do
epitélio em degeneracdo dessa regido (Fig. 4A-C). As células digestivas do antigo GC larval
puderam ser identificadas no limen da regido correspondente ao AMG, por possuirem borda
em escova alta e nucleos grandes em relac@o aos das demais regioes (Fig. 4D).

O epitélio digestivo recém-formado do PMG ¢ visto em um estado mais avancado de
diferenciacdo em relagdo ao AMG em algumas amostras de An. gambiae e Ae. aegypti (Fig.
4E-F). Porém, em outras, que aparentaram estar € um tempo um pouco mais avancado de
pupacdo, todo o epitélio do intestino médio apresenta morfologia similar (Fig. 4F). Nessas
ultimas, ndcleos em degeneracao sdo vistos pouco corados e em pequena quantidade (Fig. 4F).
Diferentemente, nas EPs de 7. theobaldi com 150 min apds pupagdo, todos os individuos
analisados apresentaram epitélio morfologicamente similar em toda extensdo do intestino
médio, e nucleos em degeneragdo ndo foram mais vistos no seu lumen (Fig. 4G).

Nas EPs de Ae. aegypti e T. theobaldi que foram dissecadas imediatamente apds
pupacio, tanto a regido correspondente a0 AMG quanto ao PMG larval possui células basais
basofilicas proeminentes inseridas entre as células digestivas do epitélio digestivo larval (Figs.
3C, 3E, 5A e 5C). As células basais ainda nao se encontram unidas formando uma camada
Unica nesta fase, como visto para An. gambiae (Fig. 3A). Em algumas EPs de T. theobaldi, o
epitélio larval correspondente ao AMG e PMG ainda se encontra intacto (Fig. 5A e C).

Na fase de EP de Ae. aegypti e T. theobaldi correspondente a 30 min e 75 min apds
inicio da pupagdo, respectivamente, as células basais do epitélio recém-formado do AMG e
PMG j4 se encontram unidas (Figs. 2H-I, 2K-L, 5B e 5D), assim como as de An. gambiae,
formando uma nova camada de células (Fig. 2G e J).

Nos intestinos médios das EPs de Ae. aegypti foram detectados vacuolos autofagicos
em grande parte das amostras, porém, sua presenca ndo foi sincronica em todo o epitélio
digestivo (Fig. 6A-B e D, inset). Em algumas amostras, vacuolos autofagicos foram vistos
apenas no GC em degeneracdo (Fig. 6D, inset), enquanto em outras, eles foram vistos nos AMG
e PMG larval. A quantidade de vacuolos também foi varidvel. Algumas amostras nao
apresentaram vacuolos autofagicos em nenhuma regido do intestino médio. Nessa mesma fase,
as células digestivas em degeneragdo também apresentaram inimeras células em processo de

apoptose (Fig. 6C-F). Da mesma forma que a presenca de vacuolos autofagicos, a presenga de
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células apoptdticas também ndo foi sincronica, sendo restrita ou ao GC (Fig. 6C-D), ou as
regides referentes a0 AMG e PMG larval (Fig. 6E-F). Tanto os vactolos autofdgicos como os
nucleos apoptéticos pertencem as células do epitélio larval em degeneragdo, ndo sendo vistos
nas células do epitélio recém-formado, nem em fibras musculares (Fig. 6).

Nas EPs de Ae. aegypti e T. theobaldi, foram vistas células enteroendécrinas FMRF-
positivas na regido basal do epitélio digestivo recém-formado. Em ambas as espécies, essas
células t€ém formato triangular e aparecem individualizadas, € ndo em grupos (Fig. 7).

Nenhuma célula do epitélio digestivo recém-formado das EPs de Ae. aegypti e T.

theobaldi apresentou niicleos em processo de mitose (capitulo 3).

PUPA INTERMEDIARIA (IP)

No intestino médio de todas as IPs de An. gambiae, Ae. aegypti e T. theobaldi, o limen
apresentou algumas células em degeneracdo com nucleos picnéticos nitidos e citoplasma
acinzentado (Fig. 8A-C). As regides do limen mais proximas ao epitélio digestivo também
apresentaram um material acinzentado, da mesma cor do citoplasma das células de nucleos
picnéticos (Fig. 8D-E, 8H-I, 9A, 9C-D). Em algumas amostras de 7. theobaldi, foi possivel
identificar uma camada acinzentada nas bordas do epitélio do intestino médio (Fig. 9A), e em
outras, esse material acinzentado se encontrava destacado e presente no meio do limen (Fig.
9B). Nesse ultimo caso, o material acinzentado apareceu envolvido por uma camada de fibras
eosinofilicas, as quais apareceram exclusivamente em 7. theobaldi (Fig. 8F, 81 e 9E). Em An.
gambiae, um material pouco corado espesso também foi visto em torno de células em
degeneragdo proximas a borda em escova do epitélio digestivo (Fig. 8G). No entanto, em Ae.
aegypti, nenhuma camada discernivel foi identificada em torno das células em degeneracao do
intestino médio das IPs.

A morfologia do epitélio digestivo da regido mais anterior do intestino médio foi similar
a da regido mais posterior nas trés espécies (Fig. 8D-I). O epitélio digestivo do intestino médio
das IPs das trés espécies € formado por células cubicas, com borda em escova delgada. Os
nucleos apareceram predominantemente arredondados ou ovais, porém, niicleos achatados
também foram vistos (Fig. 8D-I e 9D). Inumeras goticulas lipidicas proeminentes ocupam
grande parte do citoplasma das células digestivas (Fig. 12C).

No epitélio do intestino médio de algumas IPs de An. gambiae e Ae. aegypti, foram

vistas células anexadas rentes ao apice das células digestivas (Figs. 8D, 8G e 9F).
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Nem vacuolos autofagicos nem células apoptéticas foram vistos nas IPs de Ae. aegypti
(Fig. 10A). Células enteroenddcrinas FMRF-positivas também ndo foram encontradas no
intestino médio de nenhuma das IPs de Ae. aegypti ou T. theobaldi. Diferentemente, células
epiteliais, porém poucas, em processo de mitose foram vistas por todo o intestino médio de Ae.
aegypti (Fig. 10 B-D). Os nucleos em mitose exibiram morfologia e tamanho semelhantes aos

demais ntcleos que ndo se apresentaram em mitose (Fig. 10B-C).

PUPA TARDIA (LP)

O epitélio dos intestinos médios das LPs das trés espécies apresentou células digestivas
com borda em escova e labirinto basal facilmente discerniveis. Além disso, as trés espécies
também exibiram diferencas entre os epitélios da regido anterior e posterior (Fig. 11D-I).

O lumen da regido posterior do intestino médio das LPs das trés é preenchido por um
material eosinofilico. Em Ae. aegypti, nenhuma camada ou conteido acelular é vista
contornando esse conteido luminal. No entanto, em An. gambiae e T. theobaldi, um contetido
acelular € visto em torno do conteudo luminal (Fig. 11A-C e G-I).

Nas LPs de An. gambiae, a regido anterior do intestino médio apresenta borda em escova
alta, e a regido do labirinto basal ndo esta cora por HE (Fig. 11D). No PMG, as células também
apresentam borda em escova alta, mas o labirinto basal apresenta-se eosinofilico (Fig. 11G).
Ambas as regides do intestino médio das LPs de An. gambiae ndo mais apresentam lipidios, ou
0s possuem em pequena quantidade.

Em Ae. aegypti, o epitélio do AMG apresentou células ctibicas de nucleos arredondados
a alongados e borda em escova delgada facilmente discernivel (Fig. 11E). A regido mais
posterior apresentou borda em escova similar a da regido mais anterior, porém, as células
apresentaram-se pavimentosas com nucleos achatados (Fig. 11H). Goticulas lipidicas foram
observadas em pequena quantidade nesse estagio em Ae. aegypti. Células epiteliais foram vistas
se destacando em dire¢@o ao lumen da regido mais anterior do intestino médio das LPs de Ae.
aegypti (Fig. 12A).

As células digestivas das LPs de T. theobaldi apresentaram borda em escova
proeminente no AMG, sdo cubicas, com nucleos arredondados e ndo possuem goticulas
lipidicas (Fig. 11F). No PMG, as células digestivas também sdo cubicas e com nucleos
arredondados, porém, sdo repletas de goticulas lipidicas e a borda em escova nao é discernivel

(Fig. 11C, 111 e 12D).
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O intestino médio das LPs dos trés mosquitos ja apresenta cardia e diverticulo ventral
em formacao (Fig. 12B, 13A,13C e 14B).

Em Ae. aegypti, a regido mais anterior do AMG, correspondente a cdrdia em formacao
e a regido proxima a ela, apresenta epitélio contendo vacuolos autofagicos (Fig. 13A-B).
Concomitantemente, a mesma regido apresentou células apoptdticas concentradas. Na maioria
das amostras, células apoptoticas foram vistas apenas no AMG das LPs de Ae. aegypti (Fig.
13C-G), porém, em algumas amostras, células apoptéticas também foram vistas em pequena
quantidade na regido mediana e no PMG. Nessa mesma fase, algumas células em divisdo foram
vistas isoladas no epitélio do intestino médio de algumas amostras de LPs de Ae. aegypti (Fig.
14G).

O intestino médio das LPs das trés espécies € mais largo em relagdo ao das IPs (Fig.
10A e 14A). Ganglios nervosos FMRF-positivos foram vistos acima da cardia em todas as LPs
de Ae. aegypti (Fig. 14B-C e E). Neurdnios FMRF-positivos também foram vistos em algumas
amostras e localizaram-se apenas no AMG (Fig. 14F). No entanto, células enteroenddcrinas
FMRF-positivas ndo foram vistas em nenhuma das amostras dessa fase em Ae. aegypti (Fig.

14A e D).

4. Discussao

O processo de remodelamento do epitélio do intestino médio de An. gambiae e Ae. aegypti
se inicia no estdgio final do dltimo instar larval (L4 tardias-LL) 2°%. Outros insetos
holometédbolos também iniciam esse processo no ultimo instar larval, como por exemplo??? !1.
Em An. gambiae, foi visto que o intestino médio das LL n@o possui matriz peritréfica nem
membrana cecal, e, ao invés de alimento, o que se v€ no limen € um material PAS-positivo
esosinofilico. Concomitantemente com a presenca desse material, células digestivas do AMG
e PMG das LLs foram vistas emitindo protusdes citoplasmaticas em dire¢ao ao limen. O
conteudo das protusdes também foi granuloso e apresentou um material fortemente PAS-
positivo, o que indica que o material presente no limen provavelmente estd sendo liberado pelas
células digestivas nessa fase do ultimo instar larval.

As células digestivas das LLs de An. gambiae liberam grande parte do contetido
apicalatravés das protusdes citoplasmaticas, porém, os nucleos celulares nao foram perdidos
nessas protusoes, € as células se mantiveram intactas. Prova disso é que na fase de EP com Oh,

as células do epitélio digestivo larval ainda s@o vistas intactas e anexadas ao epitélio digestivo
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em formacdo. Protusdes envolvendo perda de porcdes consideraveis do conteido celular sdo
tipicas de insetos, e configuram-se como secre¢des do tipo apdcrina . Sendo assim, €
possivel inferir que as LLs de mosquitos secretam substancias para o limen por mecanismo
apocrino.

Os granulos fortemente PAS-positivos vistos no interior das protusdes citoplasmaticas das
LLs de An. gambiae provavelmente correspondem a glicoproteinas do tipo mucinas, pois a
técnica histoquimica de PAS adquire uma cor magenta escura quando detecta mucosubstancias
e glicogénio, e esse ultimo € um carboidrato de reserva, nunca sendo visto envolvido em
nenhum tipo de processo secretdrio. Ja foram identificados mais de 30 genes relacionados a
mucinas em D. melanogaster *, e a presenca de uma camada mucosa no intestino médio desses
insetos foi sugerida devido a presenca de material PAS-positivo na superficie das células
epiteliais *>5!. Essas proteinas altamente glicosiladas tém papel de lubrifica¢do e prote¢ao da
mucosa intestinal contra microorganismos invasores *. Desde que o intestino médio das LLs
de An. gambiae e Ae. aegypi, e das EPs de An. gambiae, Ae. aegypti e T. theobaldi apresentaram
esse material preenchendo o limen, e as células digestivas se mantiveram intactas nas EPs de
0 h das trés espécies, € possivel inferir que nas LLs tardias de mosquitos, as células digestivas
larvais ainda ndo se destacam do epitélio, mas secretam substdncias que provavelmente
envolvem mucinas. Essas substancias provavelmente atuam preparando o limen para a
substituicdo do epitélio larval pelo epitélio digestivo novo, além de oferecer ao epitélio recém-
formado uma prote¢ado adicional contra microorganismos.

Nas EPs de O h de An. gambiae, Ae. aegypti e T. theobaldi, o epitélio digestivo do intestino
médio larval apresenta morfologia alterada em relacdo a morfologia de suas respectivas L3 e
L4 ndo-tardias (capitulo 1), pois apresentam citoplasma acinzentado e/ou contendo projecdes e
irregularidades apicais atipicas, além de células basais proeminentes € em grande quantidade.
Apesar da morfologia alterada, nessa fase de EP, o epitélio larval ainda ndo se destacou em
direcdo ao lumen.

Na fase de EP de O h, as células regenerativas que formarao o novo epitélio do intestino
médio se organizam de maneira diferente entre as espécies. Em An. gambiae, essas células ja
se encontram unidas formando uma camada nas EPs de Oh. Diferentemente, em Ae. aegypti e
T. theobaldi, as células regenerativas das EPs dessa fase ndo se encontram totalmente unidas.
Isso demonstra que o inicio do destacamento do epitélio larval em An. gambiae acontece com

o epitélio novo ja em disposicao tipica de um tecido epitelial, com as células justapostas 2,
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enquanto que em Ae. aegypti e T. theobaldi, as células regenerativas se organizam em camada
a medida que o processo de degeneragdo do epitélio digestivo larval prossegue.

A fase onde o epitélio digestivo larval encontra-se no auge do processo degenerativo,
apresentando nucleos picnéticos e fragmentados, além de citoplasma desorganizado,
correspondeu aos tempos de 20 min, 30 min ¢ 75 min em An. gambiae, Ae. aegypti e T.
theobaldi, respectivamente. Nessa fase, os AMG e PMG larval das trés espécies formam uma
camada epitelial discernivel, e as células sdo pavimentosas e de nucleos achatados. Essa
morfologia € tipica de epitélios digestivos em formagao em outros insetos 3.

Nas EPs de 40 min, 60 min, e 150 min de An. gambiae, Ae. aegypti e T. theobaldi,
respectivamente, o epitélio larval ja se encontra completamente destacado do epitélio recém-
formado, e € mais proeminente em relacdo a fase anterior. Isso indica que um intervalo de tempo
menor ou igual a 20 min, 30 min e 75min € suficiente para a histdlise do epitélio digestivo larval
em An. gambiae, Ae. aegypti e T. theobaldi, respectivamente.

Nas trés espécies, os CGs ainda estdo presentes nas EPs de O h. No entanto, eles sdao
completamente degenerados ao longo do processo de metamorfose, perdendo a forma de
apéndice °. Apesar desses apéndices ndo terem sido mais vistos nas EPs em estdgio mais
avancado, células regenerativas foram vistas em torno dos CGs em degenerac¢ao nas trés fases
de EPs das trés espécies. Isto indica que os CGs desaparecem durante o inicio do processo de
metamorfose, mas as células regenerativas proprias desse compartimento perduram e fazem
parte do epitélio recém-formado no AMG.

Células tipicas do GC larval, com nucleos grandes em relagao as demais células do intestino
médio, e borda em escova alta, foram vistas no limen da regido anteriormente correspondente
ao AMG larval em EPs de estdgio mais avangado das trés espécies. Esse fato evidencia que as
células do GC larval, e provavelmente também as demais células histolizadas do intestino
médio, tendem a se mover posteriormente em relacio ao eixo antero-posterior do 6rgao durante
seu remodelamento.

Em An. gambiae e Ae. aegypti, o epitélio recém-formado referente a regido do PMG larval
foi visto mais proeminente em relacdo ao do AMG em algumas amostras de EPs em estagio
avancado, mas, em outras amostras dessa mesma fase, o novo epitélio émorfologicamente
idéntico. Durante a dissec¢do das amostras de cada fase das EPs, houve uma pequena diferenca
de tempo entre uma e outra correspondente a alguns minutos. Com isso, € possivel concluir que
o epitélio recém-formado da regido referente ao PMG larval se diferencia antes do AMG, no

entanto, em uma pequena diferencga de tempo, ambos os epitélios ja se encontram em um mesmo
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estagio de diferenciacio, e passam a ser morfologicamente idénticos. Isso ndo foi visto para 7.
theobaldi, o que pode ser um reflexo de seu maior tempo em estdgio de pupa (cinco dias) em
relacdo a An. gambiae e Ae. aegypti, fato que provavelmente acarreta uma taxa mais lenta de
mudangas relativas a metamorfose.

No lumen do intestino médio das EPs em fase mais avangada das trés espécies, nicleos em
degeneragdo nao foram vistos, ou apareceram pouco evidentes € em pequena quantidade. Isso
indica que o processo de destruicdo dos nucleos do antigo epitélio larval é quase totalmente
concluido durante as primeiras horas da pupacao.

Em Ae. aegypti, varias amostras do intestino médio de EPs apresentaram vacuolos
autofagicos no citoplasma de células digestivas do epitélio larval em degeneragdo, as quais
também apresentaram nucleos apoptéticos. Isso demosntra que ambos os eventos, tanto de
apoptose quanto autofagia, ocorrem no remodelamento do intestino médio de mosquitos.
Eventos de autofagia e apoptose ocorrendo em momentos préximos ou simultaneos ja foram
relatados durante a metamorfose do intestino médio de outros insetos >*55. Apesar de ser um
tema € controverso, em Lepidoptera, a atividade de autofagia encontrada durante o
remodelamento do intestino médio no inicio da metamorfose foi considerada um fator de
sobrevivéncia, e ndo de morte celular 3°. Em mosquitos, nenhum trabalho foi realizado com o
objetivo de determinar a importancia do evento de autofagia durante o remodelamento do trato
digestivo, e nem que efeito a inibicdo do processo autofagico acarretaria na metamorfose do
intestino médio. E provével que a autofagia ocorra durante o remodelamento do intestino médio
de mosquitos no sentido de também auxiliar no reaproveitamento de nutrientes e de outras
substancias presentes nas células digestivas em degeneracdo !¢, e que a apoptose € responsédvel
pela autodestruicdo dessas células. Os eventos de apoptose ndo apareceram em todas as regioes
do intestino médio nas amostras de EPs ao mesmo tempo, e os vacuolos autofagicos também
seguiram o mesmo padrdo. Dessa forma, conclui-se que o processo de degeneracao do epitélio
larval ndo € sincronico em mosquitos.

Nao foram encontradas células regenerativas do epitélio em mitose nas EPs de Ae. aegypti
e T. theobaldi. Isso indica que todas as células epiteliais que substituirdo o epitélio digestivo
larval ja se encontram formadas, as quais apenas se unem, se diferenciam e sofrem
modifica¢des morfoldgicas para originar o novo epitélio digestivo.

Células enteroenddcrinas FMRF-positivas foram vistas no novo epitélio do PMG das EPs
de Ae. aegypti e T. theobaldi. Isso significa que as células do epitélio digestivo recém-formado

das EPs ji se encontram diferenciadas. Em D. melanogaster, a diferenciacdo das células
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regenerativas também ocorre na fase inicial do estagio de pupa, e um dos fatores que determina
a diferenca entre diferenciacio em células enteroenddcrinas e células digestivas € a
concentra¢do da proteina Notch #4357, Células regenerativas com alta expressdo de Notch se
diferenciam em células digestivas, enquanto que as que possuem baixa expressdo dessa
proteina, se diferenciam em enteroenddcrinas . Nao se sabe se esse mecanismo € conservado
em mosquitos, pois, nenhum estudo foi realizado no sentido de determinar quais fatores estao
envolvidos na difrenciagdo das células regenerativas.

Neuropeptideos relacionados ao FMRF (FaRPs) sdo comumente encontrados em neur6nios
e células enteroenddcrinas do intestino médio de insetos 337860 Porém, a funcdo exata que
exercem no Orgao ainda é desconhecida. Diversos trabalhos indicam que essas moléculas estao
relacionadas com o controle da fun¢ao muscular %% Em LLs de Ae. aegypti, FaRPs sdo vistos
em prolongamentos neuronais mantendo contato intimo com regides especificas dos musculos
circulares viscerais, enquanto uma nova camada de musculo aparece (apitulo 2). Isso reafirma
o envolvimento dessas moléculas com o controle muscular. Em D. melanogaster, foi visto que
os FaRPs derivam de uma mesma proteina, a qual sofre modifica¢des pds-traducionais, gerando
uma diversidade de neuropeptidios de localizacdo e funcdes provavelmente distintas ao longo
da extensdo do trato digestivo %-¢7. Dessa forma, ndo € possivel determinar se os FaRPs das
células enteroenddcrinas sao os mesmos encontrados nos neurdnios, € nem mesmo se todas as
células enteroenddcrinas FMRF-positivas possuem FaRPs de uma mesma sequéncia de
aminodcidos. Apesar disso, € provavel que uma das funcdes dos FaRPs encontrados nas células
enteroenddcrinas do intestino médio de mosquitos seja auxiliar no controle dos movimentos
peristélticos do 6rgao durante o processo digestivo .

Como os neuropeptidios FaRPs sdo sintetizados e secretados, ndo € possivel estabelecer um
numero confidvel de células enteroenddcrinas FMRF-positivas presentes no intestino médio
dos mosquitos através da utilizagdo desse método. Além disso, insetos possuem diferentes tipos
de células enteroenddcrinas, as quais expressam outros tipos de neuropeptidios, € ndo FaRPs
96970 Esse fato torna dificil fazer uma estimativa da quantidade total de células
enteroenddcrinas de todos os tipos presentes no intestino médio de mosquitos.

Assim como ocorre nos estdgios larvais e adultos de Ae. aegypti e T. theobaldi, as células
enteroenddcrinas FMRF-positivas aparecem apenas na por¢do mais posterior do intestino
médio das EPs desses mesmos insetos (capitulo 1)*°. Isso significa que no intestino médio das
EPs de mosquitos, apesar do epitélio digestivo ser morfologicamente similar em toda a extensao

do 6rgio, sua expressao génica € diferente. As células regenerativas do intestino médio de D.
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melanogaster sao multipotentes, e expressam genes diferentes ao longo da extensdo do 6rgao
SL71 Em mosquitos, processo semelhante pode acontecer, e a determinagdo das caracteristicas
especificas de cada regido do intestino médio pode ser intrinseca das células regenerativas que
as dao origem. Esse pode ser o motivo de células enteroenddcrinas FMRF-positivas aparecerem
apenas na por¢ao posterior do intestino médio de mosquitos, independente do seu estagio do
ciclo de vida.

O intestino médio de pupas intermedidrias (IPs) de An. gambiae, Ae. aegypti e T. theobaldi
apresentou células em degeneracdo. Como relatado anteriormente, as EPs em estagio avancado
das trés espécies de mosquitos nao apresentaram nucleos na regido luminal, ou os apresentaram
em pequena quantidade e menos evidentes, indicando que eles ja teriam sido degradados ou
estariam em um estagio avangado de degradacdo. Além disso, o tempo entre a fase inicial de
EP e a fase de IPs foi de 18 h, 24 h, e 2,5 dias em An. gambiae, Ae. aegypti e T. theobaldi,
respectivamente, tempo que, de acordo com a relativa rapidez do processo de degradagao
tecidual visto nas EPs, seria mais que suficiente para finalizar a destrui¢do das células. De
acordo com essa afirmacao, ja foi visto para o intestino médio de Ae. Aegypti, que a partir de 9
h ap6s pupacdo, niicleos ndo sdo mais vistos no limen intestinal 2. Dessa forma, fica clara a
impossibilidade dos nicleos em degradacdo vistos nos intestinos médios das IPs serem
resquicios do processo de histdlise do epitélio digestivo larval. Isso gera um forte indicativo de
que, em mosquitos, existe um processo adicional de histdlise epitelial correspondente ao
epitélio pupal que se formou durante as etapas iniciais da pupagao nesses insetos.

Em D. melanogaster, ja é conhecido que o processo de remodelamento do intestino médio
envolve o descarte de dois epitélios digestivos, correspondentes ao epitélio larval e pupal.
Nesses insetos, o epitélio que se forma nas etapas iniciais da fase de pupa se diferencia, possui
células digestivas e enteroenddcrinas, mas € transiente, e € rapidamente descartado em torno do
epitélio larval em degeneracdo, formando o corpo amarelo. Simultaneamente, um novo epitélio
se diferencia, o qual corresponde ao epitélio digestivo que perdurard na fase adulta *. Em
mosquitos, como foi visto, o provavel descarte do epitélio pupal ocorre proximo a metade do
tempo total de durac@o do estdgio de pupa. Assim como os mosquitos, D. melanogaster esta
incluida na ordem Diptera. No entanto, a familia Drosophilidae, a qual inclui D. melanogaster,
¢ considerada mais derivada em relacdo aos representantes de Culicidae 7. Dessa forma, é
possivel que o ancestral comum de Diptera tenha apresentado um epitélio digestivo préprio

para cada estdgio do ciclo de vida, porém, em Drosophila, o tempo de permanéncia do epitélio
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pupal foi drasticamente reduzido, enquanto que, em mosquitos, o epitélio especifico da fase
pupal perdura por mais tempo, e € descartado em meados da fase de IP.

Apesar do aparecimento dos nucleos picnéticos nas céluas do intestino médio das IPs de
Ae. aegypti, nao houve marcagdo de nucleos apoptéticos nem de vacuolos autofagicos nessa
fase. Como o marcador de apoptose utilizado é baseado na atividade das caspases efetoras 7#,
as células apoptoéticas detectadas por esse marcador devem estar ainda integras, o que nao foi o
caso das células em degeneracio encontradas nas IPs dos mosquitos. E provavel que em um
momento mais anterior ao meio do estdgio pupal de mosquitos, cé€lulas apoptdticas sejam
detectadas.

Células enteroenddcrinas FMRF-positivas nao foram detectadas em nenhuma amostra de
IPs de Ae. aegypti nem de T. theobaldi, porém, células em mitose foram vistas nessa fase em
Ae. aegypti. Isso € mais um indicativo de que houve um descarte epitelial adicional, e o epitélio
digestivo integro visto na fase de IPs de mosquitos € um novo epitélio, correspondente ao que
perdurara na fase adulta. Em D. melanogaster, apds o descarte do epitélio pupal, o epitélio
digestivo correspondente ao do estdgio adulto ndo se diferencia completamente, e as células
regenerativas continuam se dividindo *. Ao que tudo indica, processo semelhante também
OCoITe €em mosquitos.

O epitélio do intestino médio das IPs das trés espécies de mosquitos apresentou células
digestivas com formato cubico, borda em escova delgada, e citoplasma repleto de goticulas
lipidicas. Uma alta expressao de transcritos relacionados ao metabolismo de lipidios foi descrita
para o intestino médio de pupas de estdgio mais avancado em Ae. aegypti, reafirmando a
presencga desses lipideos 7. Como o estagio de pupa dos mosquitos ndo se alimenta, é provavel
que esses lipideos sejam absorvidos a partir dos restos celulares dos epitélios em degeneragao
e se acumulem dentro das células.

As células do AMG larval possuem borda em escova delgada e estdo estreitamente
envolvidas com o metabolismo de lipideos (capitulo 1). No intestino médio de pupas de
estdgio mais avancado de Ae. aegypti, ha um baixo nimero de transcritos relacionados ao
metabolismo de carboidratos e proteinas, contra um alto nimero de transcritos relacionados ao
metabolismo de lipideos 7. Sabe-se que microvilosidades intestinais comumente abrigam
grande quantidade de transportadores de membrana envolvidos com a absor¢do de carboidratos
e proteinas, e que a absorc¢ao de lipideos em insetos ndo envolve necessariamente a presenca de
transportadores. Isso pode explicar em parte a borda em escova quase imperceptivel no epitélio

das IPs.
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Uma camada de espessa de material pouco corado foi vista circundando as células em
degeneracdo no epitélio digestivo do intestino médio das IPs de An. gambiae e T. theobaldi. E
provavel que esse material seja secretado pelas células digestivas dessas duas espécies e atue
como uma matriz extracelular, auxiliando no processo de degradacdo dos debris celulares
oriundos do descarte epitelial.

As LPs das trés espécies de mosquitos apresentam sinais de regionalizagdo do intestino
médio, pois as células do AMG sao morfologicamente distintas das células do PMG. Em An.
gambiae e T. theobaldi, a mesma camada de material vista nas IPs dessas duas espécies
perdurou em torno do material em degeneragdo do lumen, o qual foi presente apenas no PMG.
No entanto, nenhuma camada acinzentada foi mais vista nem nas bordas do epitélio digestivo,
nem na regido mais central do limen do intestino médio das LPs. Em Ae. aegypti,
diferentemente de An. gambiae e T. theobaldi, nenhuma camada discernivel foi vista em torno
do contetido luminal do intestino médio das LPs.

O intestino médio das LPs de An. gambiae ndo apresentou marcacao de goticulas de lipidio,
ao mesmo tempo que a borda em escova tanto das células da por¢do mais anterior quanto
posterior foi mais proeminente. Isso reafirma a relacio entre espessura da borda em escova e o
metabolismo de lipideos. Diferentemente, Ae. aegypti e T. theobaldi ainda apresentaram
goticulas lipidicas no epitélio, as quais foram mais abundantes nesse ultimo. Isso
provavelmente ocorre porque o estado de diferenciagdo do epitélio digestivo das LPs de An.
gambiae se encontra mais avancado em relacio a Ae. aegypti e T. theobaldi.

Vactuolos autofagicos e células apoptéticas foram vistos AMG das LPs de Ae. aegypti.
O aparecimento simultaneo dos eventos de autofagia e apoptose na mesma regido fortalece a
inter-relacdo desses processos no remodelamento do intestino médio de mosquitos. Células
isoladas em divisdo também foram vistas ao longo da extensdo do intestino médio das LPs de
Ae. aegypti. A ocorréncia de apoptose na fase de LPs de Ae. aegypti somada aos eventos de
mitose provavelmente se referem as modificacdes que estdo ocorrendo no formato do intestino
médio, o qual nessa fase ainda ndo adquiriu seu formato final tipico do adulto 5%. Células
isoladas se destacando em direcdo ao lumen também foram detectadas na histologia do AMG
das LPs de Ae. aegypti.

A cérdia e o diverticulo ventral estdo em formacdo na fase de LP das trés espécies de
mosquitos. Ganglios nervosos FMRF-positivos foram vistos na regido acima da cardia em Ae.
aegypti, e, em algumas amostras, neurdnios isolados e prolongamentos neuronais FMRF-

positivos foram vistos na regido mais inicial do intestino médio. A presenca desses ganglios e
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prolongamentos neuronais FMRF-positivos ja foi detectada em adultos de T theobaldi *, o que
significa que na fase de LP de mosquitos, o sistema nervoso anexo ao intestino médio estd
tomando seu formato final e ja se encontra funcional.

Nao foram vistas células enteroenddcrinas FMRF-positivas em nenhuma amostra do
intestino médio das LPs de Ae. aegypti. Em D. melanogaster, o epitélio digestivo do intestino
médio referente ao estdgio adulto s se diferencia completamente apds a emergéncia. A
auséncia de células enteroenddcrinas FMRF-positivas no intestino médio das LPs de Ae.
aegypti € um indicativo de que o epitélio digestivo dessa fase ainda ndo completou seu processo
de diferenciacdo, assim como D. melanogaster.

A andlise comparativa da histologia do intestino médio do estidgio pupal das trés
espécies de mosquitos permite concluir que Ae. aegypti e T. theobaldi apresentam semelhancas
em relacdo ao descarte do epitélio larval na fase de EP, e durante a diferenciag¢do final do
epitélio digestivo na fase de LP, caracteristicas que foram diferentes em An. gambiae. Como
Ae. aegypti e T. theobaldi compartilham um ancestral comum mais recente em relacdo a An.
gambiae, a origem filogenética pode ser o fator responsdvel por essas semelhangas entre as
duas espécies. Por outro lado, An. gambiae e T. theobaldi apresentaram uma camada de material
fibroso em torno dos restos celulares derivados da degeneragdo epitelial, o que nédo foi visto
para Ae. aegypti. A presenca desse material pode indicar que esta é uma caracteristica do
ancestral que foi mantida nessas duas espécies, porém, perdida em Ae. aegypti, ou que An.

gambiae e T. theobaldi adquiriram esta caracteristica de forma independente.

5. Conclusao

O processo de remodelamento do intestino médio de mosquitos se inicia na fase final do
ultimo instar larval desses insetos. No entanto, o epitélio digestivo larval € descartado somente
na fase inicial do estdgio de pupa. Em An. gambiae, as células do novo epitélio se organizam
em camada antes do inicio da histélise do tecido larval, diferentemente do que ocorre em Ae.
aegypti e T. theobaldi, onde o novo epitélio se organiza ao longo do processo de descarte do
epitélio digestivo larval. Houve uma forte evidéncia de que o epitélio do intestino médio de
mosquitos, que é formado nos estagios iniciais do estdgio de pupa, também € descartado, e
novamente substituido por um novo, o qual corresponderd ao epitélio digestivo do estagio
adulto. Esse processo € semelhante ao que ocorre em D. melanogaster, porém, em mosquitos,

o descarte do epitélio pupal é mais demorado, provavelmente acontecendo poucas horas antes
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do tempo médio de duragdo do estdgio de pupa. O epitélio do intestino médio que perdurara no
estdgio adulto ja se encontra formado nas IPs, e acumula grande quantidade de goticulas
lipidicas, indicando que lipideos origindrios da degradacdo dos epitélios descartados
provavelmente sdo absorvidos e utilizados pelas células. Tudo indica que esse epitélio ainda
nao completou seu estado de diferenciagdo final nas LPs, pois células enteroenddcrinas FMRF-
positivas ndo foram encontradas, e eventos de mitose foram recorrentes, semelhantemente ao
que ocorre em D. melanogaster. Os resultados encontrados nesse trabalho indicam que o
processo de remodelamento do intestino médio durante a metamorfose € conservado em
mosquitos, e apresenta intimeras similaridades com D. melanogaster. Como o conhecimento
dos eventos envolvidos na metamorfose do intestino médio em mosquitos € escasso, esse

trabalho potencialmente auxiliard no embasamento de futuros trabalhos envolvendo o 6rgao

tanto nas fases imaturas quanto no estagio adulto de mosquitos.
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FIGURAS

Figura 1: A-F: Histologia do intestino médio de larvas L4 tardias de An. gambiae. A-C: Nessa
fase, o intestino médio ndo possui matriz peritréfica nem alimento no limen (Lu). Ao invés
disso, ele € preenchido por um material granuloso eosinofilico (Gr). As células digestivas do
intestino médio anterior (AMG) possuem apice (CA) repleto de material dcido, ao contrario na
base (CB), com material predominantemente eosinofilico. A borda em escova é fortemente
eosinofilica (*). Algumas células digestivas sdo vistas emitindo protusdes em direcao ao limen
(P), e as células basais (setas finas pretas) sdo vistas individualizadas entre as células digestivas.
D-F: As células digestivas do intestino médio posterior (PMG) também emitem protusdes (P)
em dire¢@o ao limen., as quais sdo preenchidas por material mucoso (setas largas brancas). As
células basais (setas pretas finas) dessa regido se organizam de forma alinhada e ja se encontram
conectadas umas as outras. A-D: Colora¢dao HE. E-F: Técnica histoquimica de PAS. GC: ceco
gastrico; AMG: intestino médio anterior; N: nicleo de células digestivas; n: nicleo de células
basais; Lu: limen; asterisco: borda em escova; CA: dpice celular; CB: base das células
digestivas; P: protusdes citoplasmaticas; setas largas brancas: material mucoso. A: Barra
equivale a 50 ym; B-F: Barras:10 ym.
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Figura 2: Histologia de pupas iniciais (EP) de An. gambiae, Ae. aegypti e T. theobaldi com 20
min, 30 min e 75 min h apdés pupacgdo, respectivamente. A-C: Visdo geral do intestino médio
no apice do remodelamento tecidual. D-L: Células do epitélio larval s@o vistas em degeneracao
nas regides referentes ao GC (D-F), AMG (G-I) e PMG (J-L) larval nas trés espécies.
Coloracao: HE. GC: ceco gastrico; AMG: intestino médio anterior; PMG: intestino médio
posterior; Lu: limen; N: nicleo de células do epitélio digestivo larval em degeneracio; n:
nucleo de células basais em ascensdo; asterisco: borda em escova de células do ceco géstrico;
asterisco: borda em escova de células referentes ao GC larval; estrela: borda em escova de
células referentes ao PMG larval. Setas pretas: células regenerativas; setas brancas: fibras
musculares. A-C: Barras equivalem a 50 ym; D-L: Barras: 10 ym.

An. gambiae Ae. aegypti T. theobaldi
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Figura 3: A, C e E: Histologia de pupas iniciais (EP) de An. gambiae, Ae. aegypti e T. theobaldi
com Ohs ap6s pupacdo. B, D e F: Histologia de pupas iniciais (EP) de An. gambiae, Ae. aegypti
e T. theobaldi com 40 min, 60 min e 150 min apds pupacdo, respectivamente. Coloracao: HE.
N: nicleo de células do epitélio digestivo larval em degeneragdo; n: nicleo de células do
epitélio recém-formado; Lu: limen; setas: fibras musculares. Barras: 10 ym.

EPdeOh EP em fase avancada

An. gambiae

Ae. aegypti

T. theobaldi
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Figura 4: A-G: Histologia do intestino médio de pupas iniciais (EP) de An. gambiae, Ae.
aegypti e T. theobaldi. A-C: Regido referente ao ceco gastrico (GC) larval em processo de
degeneracdo em An. gambiae (A), Ae. aegypti (B) e T. theobaldi (C). D: Células oriundas do
GC larval (setas) s@o encontradas na regido referente ao AMG larval. E-F: Algumas amostras
de EPs com 40min apds pupacio de An. gambiae apresentaram o epitélio recém-formado da
regido mais posterior do intestino médio em um estado de diferenciacdo mais avangado (E),
enquanto em outras, as células digestivas de toda a extensao foram morfologicamente similares
(F). G: O epitélio digestivo recém-formado na fase de EP de 7. theobaldi com 150 min apds
pupacao é morfologicamente similar em toda a extensao do 6rgao, e o lumen do intestino médio
dessa fase ndo apresenta nucleos de células em degeneracdo derivadas do epitélio digestivo
larval. Coloracdo: HE. GC: regido referente ao ceco gastrico larval; AMG: regido referente ao
intestino médio anterior larval; PMG: regido referente ao intestino médio posterior larval; Lu:
Lumen; Ep: epitélio; setas: células derivadas do GC larval em degeneracdo. A-G: Barras: 20

pm.
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Figura 5: A-D: Histologia do intestino médio de pupas iniciais de 7' theobaldi com Oh (A e C)
e 1,15 h (B e D) apds pupagdo. A, C: Células regenerativas de citoplasma basofilico (setas) sao
vistas individualizadas, ou agrupadas, mas sem formac¢dao de uma camada epitelial nas EPs de
0 h. Nas EPs de 1,15 h, as células ja formam uma camada, e as células com nucleos picnéticos
(N) oriundas do epitélio digestivo larval sdo vistas se degenerando. Coloracdo: HE. AMG:
regido referente ao intestino médio anterior larval; PMG: regido referente ao intestino médio
posterior larval. Lu: ldmen, N: nicleos das células epiteliais do intestino médio larval; n:
nucleos de células do epitélio digestivo recém-formado; Mf: fibras musculares; colchetes:
borda em escova. A-D: Barras: 20 ym.
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Figura 6: A-F: Deteccdo de autofagia (A, B e D inset) e apoptose (C, D, E e F) no intestino
médio de pupas iniciais (EP) de Ae. aegypti. Microscopia confocal. A, B, e D inset: vermelho:
fibras musculares; azul: nudcleos; verde: vacuolos autofigicos. C-F: vermelho: fibras
musculares; verde: nucleos de células apoptéticas. GC: regido referente ao antigo ceco gastrico
larval; AMG: regido referente ao intestino médio anterior larval; PMG: regido referente ao
intestino médio posterior larval. Barras: 20 ym.
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Figura 7: A-E: Detec¢ao de células enteroenddcrinas FMRF-positivas na regido mais posterior
do intestino médio de pupas iniciais (EP) de Ae. aegypti (A-D) e T. theobaldi (E). As células
enteroenddcrinas FMRF-positivas (verde) estdao presentes no epitélio digestivo recém-formado.
Microscopia confocal. Vermelho: fibras musculares; azul: nudcleos; verde: células
enteroenddcrinas FMRF-positivas; N: niicleo de células do epitélio larval; n: nucleo das células
do epitélio recém-formado; BB: borda em escova do epitélio recém-formado; CF: fibras
musculares circulares; LF: fibras musculares longitudinais. A-E: Barras: 20 ym.

A B
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Figura 8: A-I: Histologia do intestino médio de pupas intermedidrias (IP) de An. gambiae, Ae.
aegypti e T. theobaldi. A-C: Presenca de células com nicleos picnéticos e citoplasma
acinzentado soltas no lumen do intestino médio das IPs das trés espécies. D-I: A morfologia
do epitélio digestivo do intestino médio € similar entre a regido mais anterior (D-F) e mais
posterior (G-I) das trés espécies. Células em degeneracdo sdo vistas anexadas ao dpice do
epitélio digestivo da regido mais anterior do intestino médio de An. gambiae (setas largas) (D).
Material acinzentado € visto no limen e rente ao epitélio digestivo do intestino médio das trés
espécies (D-F e H-I). A borda em escova das células digestivas dessa fase é delgada, e o
citoplasma € repleto de goticulas de lipidio (Ld) (D-I). Uma camada de material fibroso (M) é
vista no limen do intestino médio de An. gambiae (G) e T. theobaldi (F). Coloracao: HE. Lu:
limen; N: nuicleo de células em degeneracdo; n: nucleo das células digestivas intactas; M:
material fibroso em torno do contetdo intestinal; setas finas pretas: fibras musculares; colchete:
camada de células em degeneracdo. A-I: Barras equivalem a 10 ym.

An. gambiae Ae. aegypti T. theobaldi
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Figura 9: A-F: Histologia de pupas intermedidrias (IP) de Ae. aegypti (C-D e F) e T. theobaldi
(A-B e E). Regides acinzentadas oriundas de processo de degeneracdo de células (setas largas)
sdo vistas nas bordas do epitélio digestivo das IPs. Coloracdo: HE. MF: fibras musculares; Lu:
limen; N: nucleo de células em degeneracdo; n: nucleo de células do epitélio digestivo normal;
setas brancas largas: regides acinzentadas tipicas de células em degeneracao; setas pretas finas:
material fibroso em camada. A-C: Barras equivalem a 50 ym. D-F: Barras: 10 ym.
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Figura 10: A-D: Intestino médio de pupas intermedidrias (IP) de Ae. aegypti. A: Nenhuma
estrutura FMRF-positiva é vista no intestino médio das IPs. B-D: Deteccdo de nucleos de
células em mitose (verde) isoladas em todas as regides do intestino médio das IPs. Microscopia
confocal. Vermelho: fibras musculares; azul: niicleos; verde: nicleo de células em mitose. AR:
Regido mais posterior do intestino médio; MR: Regido média do intestino médio; PR: Regido
mais posterior do intestino médio. MT: Tubulos de Malpighi. A: Barras equivalem a 100 ym.
B-D: Barras: 20 ym.
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Figura 11: A-I: Histologia de pupas tardias (LP) de An. gambiae (A,D e G), Ae. aegypti (B, E
e H)) e T. theobaldi (C,F e I). A-C: Visao geral da regido mais posterior do intestino médio de
LPs. D-F: Detalhe da regido mais anterior do intestino médio. G-I: Detalhe da regido mais
posterior do intestino médio. Coloracdo: HE. Setas brancas: fibras musculares; Cd: debris
celulares; Lu: limen; setas pretas: material fibroso em torno de debris celulares; n: nicleos. A-
C: Barras equivalem a 50 gm. D-I: Barras: 10 ym.

An. gambiae Ae. aegypti T. theobaldi
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Figura 12: A-B: Histologia do intestino médio de pupas tardias de Ae. aegypti (A) e T.
theobaldi (B). Note que em Ae. aegypti c€lulas sdo vistas se destacando em dire¢do ao limen
(A, inset). Coloracdo: HE. C-D: Deteccao de goticulas lipidicas no intestino médio de IP de An.
gambiae (C) e LP de T. theobaldi (D). Impregnacdo por tetréxido de ésmio. AR: Regido
anterior; PR: regido posterior; Ep: epitélio digestivo; Lu: limen; setas: goticulas de lipideos. A-
D: Barras: 20 ym.
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Figura 13: A-G: Detec¢do de autofagia (A-B) e apoptose (C-G) no intestino médio de pupas
tardias (LP) de Ae. aegypti. Microscopia confocal. A-B: vermelho: fibras musculares; azul:
nucleos; verde: vacuolos autofagicos. C-D: vermelho: fibras musculares; verde: nicleos de
células apoptdticas. Ca: cardia em formacao, Cr: diverticulo ventral em formacgao; AR: regido
mais anterior do intestino médio; PR: regido mais posterior do intestino médio. A-G: Barras:
20 pm.
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Figura 14: A-G: Intestino médio de pupas tardias (LPs) de Ae. aegypti. AR: regifio anterior do intestino
médio; PR: regido mais posterior do intestino médio. MP: tubulos de Malpighi; Ca: cérdia. Cr:
diverticulo ventral. Microscopia confocal. A e D: vermelho: fibras musculares; azul: nicleos. B,C,D e
E: vermelho: fibras musculares; azul: nicleos; verde: neurdnios FMRF-positivos. G: vermelho: fibras
musculares; azul: nicleos; verde: nicleos de células mitéticas. A, B e G: Barras equivalem a 100 ym.
C, D, E e F: Barras equivalem a 20 ym.
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5. CAPITULO 3

Peptideos relacionados ao FMRFamida estao envolvidos na sinalizacdo de

remodelamento dos musculos circulares do intestino médio de larvas de Aedes aegypti

Resumo

FMRFamida é membro da familia de peptideos conhecida como FaRP (FMRFamide related
peptides). FaRPs constituem a principal classe de peptideos neurotransmissores de
invertebrados, e foram detectados no intestino médio de mosquitos. Nos mosquitos adultos,
estes peptideos sdo detectados em axdnios da regido anterior e em células enteroenddcrinas da
regido posterior do intestino médio. O papel desses peptideos no trato gastrointestinal de
mosquitos ainda ndo estd claro, mas ha evidéncias de sua relagdo com a funcdo muscular. Neste
trabalho, mostramos que em larvas de quarto instar tardias de Aedes aegypti, FaRPs se
localizam em neuritos posicionados em regides especificas do musculo circular do intestino
médio, a0 mesmo tempo que uma nova camada de musculos circulares aparece. Além de
reforcar o envolvimento dessas moléculas com a fun¢do muscular, foi visto que o
remodelamento dos musculos do intestino médio de mosquitos se inicia em uma etapa anterior

a metamorfose.

1. Introducao

O FMREF ¢€ o principal membro da extensa familia de peptideos relacionados ao
FMRFamida (FaRP), que inclui todos os peptideos contendo a sequéncia C-terminal de
X1X2RFamida (X1X2-Arg-Phe-amida), onde X1 pode ser F (fenilalanina), Y (tirosina ) ou W
(triptofano), e X2 pode ser F (fenilalanina), I (isoleucina), L (leucina), M (metionina), T
(treonina) ou V (valina) 2. O FMRFamida foi primeiramente isolado do molusco Macrocallista
nimbosa e descrito como um neuropeptideo acelerador de batimentos cardiacos 34.
Posteriormente, peptideos compartilhando sequéncias similares foram vistos em outros
moluscos e em membros de outros grupos de invertebrados, como os insetos (Arthropoda) ',
FaRPs constituem a familia de peptideos neurotransmissores mais importante de invertebrados
8, e foram detectados no trato gastrointestinal de uma variedade de insetos °'4, incluindo os
mosquitos Aedes aegypti '°5 e Toxorhynchites theobaldi '*. Em larvas de A. aegypti, FaRPs sao
vistos em células enteroenddcrinas isoladas e distribuidas no intestino médio posterior. No

entanto, a presenga desses neuropeptideos nunca foi investigada no intestino médio de larvas
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L4 em fase de pré-pupacdo nesses insetos. Nos adultos dessas espécies, os FaRPs sdo vistos no
interior de ax6nios da regido anterior do intestino médio e em células enteroenddcrinas da
regido posterior do érgao '°.

A técnica de imunofluorescéncia tem sido usada em muitos trabalhos para detectar e
contar células enteroendécrinas FMRF-positivas no trato digestivo de insetos através da
utilizagdo de anticorpos anti-FMRFamida '*!!4. No entanto, o papel exato desses peptideos
nessas células ainda € desconhecido. Foi sugerido que as células enteroendécrinas FMRF-
positivas do intestino médio de insetos podem atuar captando informacdes sobre o conteudo de
nutrientes no limen do 6rgao e/ou a tensdo em sua parede muscular, assim agindo localmente
regulando a producdo de enzimas digestivas pelas células digestivas e a contragdo muscular °.
Ensaios funcionais usando FaRPs em insetos também indicam que uma de suas acoes ¢ modular
a funcdo muscular, controlando os movimentos peristélticos do trato digestivo 216.

Desde que o0 A. aegypti € um dos principais vetores de arbovirus em diversas regides do
mundo 718, seu controle populacional tem sido constantemente realizado através da utilizacao
de inseticidas. Por regularem processos bioldgicos-chave, envolvidos no crescimento,
reprodugdo, metabolismo e desenvolvimento dos insetos, varios tipos de neuropeptidios, como
os FaRPs, e seus receptores, tem sido alvos para uma nova geracdo de potenciais agentes de
controle de vetores e insetos-praga 2.

Mosquitos s@o insetos holometéabolos, pois seu ciclo de vida inclui os estdgios imaturos
de larva e pupa, além do adulto 2. A morfofisiologia dos érgdaos muda completamente entre
larvas e adultos, o que leva esses insetos a passarem por intensas modificagdes estruturais
durante a metamorfose em fase de pupa. Uma dessas modificagdes € vista no intestino médio,
orgdo que € completamente remodelado até atingir sua forma final no mosquito adulto 5.

O intestino médio de larvas de A. aegypti é formado por um epitélio digestivo simples,
que € circundado externamente por dois tipos de musculos, os circulares e os longitudinais. Os
musculos circulares formam anéis interconectados que se intercruzam com os musculos
longitudinais, envolvendo o intestino médio em uma malha que lhe dé4 sustentag@o **. Durante
a metamorfose, € estabelecido que os musculos viscerais do intestino médio larval de A. aegypti
apresentam sinais de degeneracdo e sofrem atrofia, com as células musculares perdendo seu
conteido de miofibrilas, mas permanecendo com suas membranas celulares intactas 2*. Porém,
nenhum estudo foi realizado no intuito de verificar o possivel surgimento de novas fibras

musculares durante o remodelamento muscular do 6rgao.
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As demonstragdes de envolvimento de neuropeptidios da familia FaRP na regulacdo da
funcdo muscular foram feitas a partir de ensaios funcionais 2>, nunca sendo mostradas in situ.
No entanto, neste trabalho, mostramos que estes neuropeptideos tem envolvimento direto com
a funcdo muscular, pois foram vistos em contato com regides especificas dos miusculos
circulares do intestino médio de A. aegypti através de marcacdes in situ. Seu padrio de
localizacdo entre as fibras musculares do intestino médio € mostrado, além de sua possivel
implica¢do no desenvolvimento e remodelamento da musculatura visceral. Além de reforcar o
papel dos FaRPs como reguladores da fun¢ao muscular em invertebrados, este trabalho também
trouxe novidades a respeito do remodelamento dos musculos viscerais do intestino médio de

mosquitos.

2. Material e métodos

MOSQUITOS

Larvas de A. aegypti (Linhagem PPCampos, Campos dos Goytacazes, RJ) foram criadas
no insetario do Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de Vigosa e foram
coletadas nos estdgios de L4 em fase pré-pupa (72 h a partir da ecdise de L3 para L4) e em
estdgio de pupa inicial (O a 3 horas apds a entrada na pupacao ou na ecdise de L4 para pupa).
Os insetos foram alimentados com ragd@o de tartaruga Nutral Ouro (Brasil Ltda.), e mantidos

em estufas BOD a uma temperatura de 26 + 2 ° C, umidade de 60% e fotoperiodo de 12 h.

IMUNOFLUORESCENCIA

Os intestinos médios de 25 larvas L4 em fase de pré-pupa e 15 pupas em fase inicial (O
a 2 horas apds pupacdo) foram fixados em solucdo fixadora de Zamboni (paraformaldeido 4%
e acido picrico 0.4% em PBS, pH 7.3), lavados trés vezes por 30 min cada em PBS (0.1 M
NaCl, 20 mM KH2PO4, and 20 mM Na,HP,; pH 7.6) / 1% Triton X-100 (PBST) e incubados
por 24 horas a 4 °C com anticorpo primdrio anti-FMRFamide (Peninsula Laboratories, Inc. ,
San Carlos, CA, EUA) (1:400) em PBST a 1%. As amostras foram lavadas trés vezes e
incubadas com anticorpo secundario conjugado com FITC (Sigma Aldrich, Brasil Ltda, Sao
Paulo, SP) (1: 500) em PBS durante 24 h a 4 °C, seguido por trés lavagens em PBS de 10 min
cada. Para a identificacdo do tecido muscular, os intestinos foram corados com Phaloidin-Alexa
546 (Thermo Fisher Scientific) por 60 minutos, e contrastados com TO-PRO-3 lodide (Life

Technologies) por 30 minutos para contrastar os nicleos das células. Procedimento similar foi
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realizado utilizando intestinos médios de 15 larvas L4 em fase de pré-pupa e 10 pupas em fase
inicial (0 a 2 horas apds pupacao), porém o anticorpo primdrio utilizado foi o anti-fosfohistona
H3 (Cell Signaling Technology, Inc., Beverly, MA, U.S.A.) (1:100).

Todas as amostras foram lavadas em PBS apds a incubagdo com os anticorpos
secunddrios, montadas com solu¢do de Mowiol (Sigma-Aldrich Brasil Ltda, Sao Paulo, SP) e
analisadas sob Microscopio Confocal de Varredura a Laser 510 META do Nucleo de
Microscopia e Microanalise da Universidade Federal de Vicosa.

Os controles negativos foram feitos utilizando as mesmas fases do ciclo de vida do A.
aegypti (5 de cada) e repetindo todo o processo com a auséncia dos anticorpos primarios.
Controles positivos para FMRF foram feitos utilizando-se mosquitos 7. theobaldi adultos, cuja
marcacdo j4 foi detectada em trabalho anterior '; e os controles positivos para fosfohistona H3
foram feitos utilizando-se intestinos médios de larvas L3 de A. aegypti, as quais apresentam

divisdes mitéticas das células regenerativas do epitélio digestivo (dados ainda ndo publicados).

3. Resultados e discussao

Dos 25 intestinos médios de larvas L4 tardias que foram incubados com o anticorpo
primério anti-FMRFamida, 21 apresentaram uma imunorreatividade padrdo relativa a regioes
especificas dos musculos circulares (Figs. 1, 2, e suplementar 1A). Todas as regides
imunorreativas foram vistas em locais de posi¢cdo mediana entre os pontos de intercruzamento
dos miusculos circulares com os musculos longitudinais (Fig. 2A-D). A maioria dessas regioes
correspondeu a estruturas bem definidas em forma de anel em torno dos musculos circulares
(Figs. 1C, IF-G e 11 e 2A-B), porém, também foram vistos prolongamentos FMRF-positivos
delgados e densos que se repetiram em série ao longo da extensdo do 6rgao (Figs. 1C-D, 1He
2E). Prolongamentos neuronais podem pertencer tanto a axoénios quanto a dendritos, sendo
ambos denominados de neuritos, os quais frequentemente transportam e liberam neuropeptidios
6720 Como as estruturas FMRF-positivas foram vistas por fora do epitélio digestivo, e
apresentam morfologia tipica de neuritos "%, € possivel afirmar que elas correspondem a
neurdnios, € nao a células enteroenddcrinas (Figs. suplementares 1B-D).

O padrdo de imunorreatividade dos neuritos do intestino médio de A. aegypti ndo é
encontrado em todo o intestino médio de um mesmo individuo, pois a localizagdo da marcagao
foi varidvel (Fig. 1A). Além disso, a imunorreatividade apareceu em todas as regioes do 6rgao
larval, mas sua frequéncia maior foi no intestino médio anterior. Isso significa que a sinalizag¢ao
envolvendo FaRPs nos miusculos circulares das larvas tardias de A. aegypti ndo € sincronica,

sendo, portanto, realizada por etapas durante a pré-metamorfose.
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Neuritos FMRF-positivos de localizacdo repetida e restrita a sitios especificos, como os
vistos no presente trabalho, nunca foram detectados em nenhum 6rgao visceral de insetos. Isso
pode ser um reflexo da escassez de estudos sobre o controle neural dos musculos viscerais em
invertebrados. Pelo menos na musculatura das pernas de insetos, sabe-se que hd um controle
baseado em reflexos de estiramento, assim como ocorre em vertebrados, nos quais os musculos
do trato digestivo sao regulados por arcos reflexos viscerais **. Esses arcos reflexos possuem
basicamente trés componentes: um neurdnio sensorial, um neurénio motor, € o musculo-alvo.
Quando o musculo sofre extensdo, o estiramento € detectado pelo neur6nio sensorial, o qual
fornece informacao excitatéria ao neurénio motor, que por fim, leva a contracdo muscular 2.
Similarmente a esses musculos ndo-viscerais, musculos viscerais da por¢do final do trato
digestivo de larvas de Drosophila melanogaster apresentam neurdnios sensoriais receptores de
estiramento e neurdnios motores participando do controle da defecacdo . Isso indica que arcos
reflexos também ocorrem nos musculos viscerais do trato digestivo de insetos, o que pode
explicar a presenga dos neuritos em regioes especificas dos musculos circulares do intestino
médio de A. aegypti.

Nao se sabe sobre o controle dos ritmos de contragao dos musculos viscerais do intestino
médio de insetos, € nem como eles sdo transmitidos entre as fibras musculares individuais.
Alguns trabalhos sugeriram a inexisténcia de inervacio em grande parte do intestino médio de
insetos *’, e hd uma hip6tese de que os movimentos peristalticos dos musculos viscerais do
intestino médio de larvas de Anopheles gambiae se iniciariam e seriam controlados por fibras
miogénicas, as quais se intercomunicariam com as fibras vizinhas repassando o estimulo
contrdtil *¥. No entanto, nenhuma juncio intercomunicante do tipo gap foi vista por Bernick et
al 2 entre as células musculares viscerais do 6érgdo em A. aegypti, o que embasou sua hipétese
de que provavelmente existem neurdnios intrinsecos da musculatura visceral que iniciam e
coordenam a atividade autdbnoma de peristalse do intestino médio de mosquitos. Apesar disso,
nao é possivel detalhar que tipos de neurdnios associados aos miusculos correspondem aos
vistos no presente trabalho. Nossos dados sugerem que os neuritos FMRF-positivos pertencem
a neurdnios sensoriais ou motores envolvidos na regulacdo funcional dos musculos circulares
do intestino médio de A. aegypti.

A expressio de FaRPs em localizagdes padronizadas (locais especificos e em
repeticdes) dos musculos circulares detectada somente em L4 tardias indica que esses
neuropeptidios estdo envolvidos com o controle de alguma atividade muscular do intestino

médio, e que ele € especifico dessa fase em Ae. aegypti. Como as L4 tardias estdo préximas ao
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evento de metamorfose, ndo é possivel dizer se os neuritos ali presentes sdo constitutivos, e
expressam FaRPs apenas nesse estagio, ou se expressam FaRPs constantemente, mas surgem
apenas durante o processo de remodelamento neuromuscular, tipico da metamorfose em insetos
24,39.

Fibras circulares delgadas localizadas por baixo das fibras longitudinais foram
detectadas nas L4, formando uma terceira camada muscular, a qual ndo foi vista em contato
direto com nenhuma estrutura FMRF-positiva (Figs. 1C-E, 1H, 2A-D). Essas fibras delgadas
foram vistas sempre no meio de duas fibras circulares principais, € ndo foram vistas nas regioes
sem marcacdo para FMRF (Figs. 1E,2A-B). Concomitantemente, os intestinos médios das L4
analisadas apresentaram células musculares em mitose (Fig. 3). Portanto, na pré-pupacao de A.
aegypti, novas fibras viscerais circulares sdo formadas a partir das fibras pré-existentes e
passam a fazer parte da rede muscular do novo intestino médio em formacao.

Diferentemente dos musculos circulares, nos musculos longitudinais de L4 tardias de A.
aegypti, ndo foram vistos neuritos positvos para FMRF em posi¢oes especificas e repetidas.
Controle diferencial de musculos circulares e longitudinais viscerais envolvendo sinalizag¢do de
FaRPs ja foi descrito para intestino posterior de invertebrados 4. Isso pode ser explicado pela
evidéncia de que os dois tipos de musculos possuem diferentes origens *#!. Em larvas de D.
melanogaster, durante o desenvolvimento embriondrio, os musculos circulares do intestino
médio derivam da regido do tronco do mesoderma, enquanto que os musculos longitudinais se
originam de sua extremidade posterior *°. Dessa forma, € possivel sugerir que o controle do
remodelamento durante a metamorfose dos musculos longitudinais € diferente da que acomete
os musculos circulares de A. aegypti.

Fibras musculares alargadas foram vistas em uma metade lateral do intestino médio
anterior (Figs. 4A-C) de pupas iniciais (1 h apds inicio da pupagdo) de A. aegypti. Estas fibras
circulares alargadas ndo estavam presentes na regiao posterior do intestino médio destas pupas
(Fig. 4D). De acordo com Bernick et al >, pelo menos durante a primeira metade do processo
de metamorfose, as fibras musculares do intestino médio de A. aegypti apresentam sinais de
degeneracdo, mas preservam sua membrana plasmatica intacta, indicando que as células
musculares ndo morrem. Um dos sinais de degeneracdo visto por ele foi a desorganizacdo e
destruicdo dos miofilamentos em proteossomos 2. Isso pode explicar a presenca de fibras
musculares alargadas, com grande quantidade de filamentos de actina, somente em algumas
partes do intestino médio, enquanto em outras elas ndo sdo vistas, pois provavelmente ja

tiveram seu conteido de miofibrilas degradado. O fato de as fibras musculares alargadas
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estarem ausentes em uma metade do eixo lateral do intestino médio anterior, e presentes em
outra, indica que o processo de degeneragdo das miofibrilas ndo ocorre de forma ascendente
nem descendente ao longo do intestino médio, mas sim de forma assincronica, ocorrendo em
uma onda lateral.

Outro fato notdvel visto nos musculos circulares do intestino médio de pupas iniciais de
A. aegypti foi a auséncia de filamentos de actina nas fibras circulares alargadas exatamente nas
regides onde os neuritos FMRF-positivos circulares nido-ramificados se localizavam nas L4
(Fig. 4B, e 4B-inset). Em algumas fibras circulares de L4, essa auséncia ja pode ser detectada
pela presenca de neuritos com a regido central negativa para FMRF (Fig. 2F). Isso demonstra
que as fibras musculares circulares alargadas presentes nas pupas iniciais correspondem as
mesmas fibras circulares envolvidas com imunorreatividade de FaRPs nas L4 tardias. Além
disso, a auséncia de filamentos de actina exatamente nessas regioes € um indicativo de que a
sinalizacdo dos FaRPs pode estar envolvida com o inicio da destrui¢do das miofibrilas dos
musculos circulares durante a metamorfose do intestino médio de A. aegypti.

Fibras circulares delgadas foram vistas por todo o intestino médio de pupas iniciais de
A. aegypti (Figs. 4A e 4C-D) entre as fibras musculares alargadas. Devido a sua posicao, é
possivel inferir que estas fibras delgadas correspondem as mesmas fibras recém-formadas
vistas nas L4. O destino final das fibras musculares larvais pré-existentes e das novas fibras é
desconhecido. Futuros estudos a respeito do remodelamento muscular envolvendo outras fases
da metamorfose sdo necessdrias no sentido de esclarecer quais eventos estdo envolvidos no
remodelamento dos miusculos viscerais do intestino médio de mosquitos.

Todas as pupas de A. aegypti em fase inicial de metamorfose apresentaram células
musculares em processo de mitose (Fig. 5 e Video). No entanto, o padrdo de neuritos
imunorreativo para FMREF entre as fibras circulares ndo foi mais visto. Diferentemente, nessa
fase, no intestino médio anterior, hd corpos de neurdnios FMRF-positivos individuais (sem
formacdo de ganglios nervosos) dispostos em fileira (Figs. 4E-G), os quais provavelmente
correspondem as regides intumescidas dos musculos circulares e longitudinais descritas por
Bernick et al 2 no intestino médio anterior de A. aegypti. A fungdo exata desses neur6nios nessa
fase é desconhecida, mas € possivel sugerir que eles atuam reconstruindo e remanejando a rede
neuromuscular dos musculos viscerais do intestino médio até a obten¢do de sua conformacao
final no adulto.

Sabe-se que neuropeptidios FaRPs sdo vistos no interior de axdnios do intestino médio

anterior, e em células enteroenddcrinas do intestino médio posterior de mosquitos, tanto em
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fases larvais que ndo se encontram préximas a metamorfose, quanto em adultos 2. No trato
digestivo de D. melanogaster, diferentes tipos de FaRPs apresentam a mesma imunogenicidade
relativa ao anticorpo anti-FMRFamida e sdo encontrados em estruturas e/ou locais diferentes,
exercendo também funcdes diferentes °#2. Sendo assim, € possivel que os FaRPs presentes nos
axOnios do intestino médio anterior, nas células enteroenddcrinas, € nos dendritos neuronais de
mosquitos também sejam de diferentes tipos e exercam diferentes funcdes reguladoras.

O trabalho de Milakovic et al + indicou que a contracdo muscular da parede corporal de
larvas de D. melanogaster pode ser mediada pela ligagdo de um tipo especifico de FaRP a
receptores FR localizados diretamente nesses musculos, dando ao neuropeptideo uma fungao
efetora direta. Apesar disso, FaRPs parecem estar envolvidos tanto com fun¢des sensoriais de
mecanorecep¢ao, como com fungdes de neurotransmissao e neuromodulagdo 2684344 Portanto,
apesar de poder afirmar que neuropeptidios FaRPs estdo envolvidos no remodelamento
muscular do intestino médio de A. aegypti, a escassez de estudos conclusivos a respeito da sua
atuagdo nos tecidos musculares, e a ampla variedade molecular e funcional que eles apresentam,

ndo permitem apontar 0s mecanismos exatos da sinalizacao que eles exercem nesse processo.

4. Conclusao

Neste trabalho, mostramos que nas larvas L4 de A. aegypti em fase pré-pupa, FaRPs sao
encontrados em neuritos localizados em regides especificas dos musculos circulares do
intestino médio, refor¢ando o papel biolégico destes peptideos no controle da fungdao muscular,
e indicando seu local de acdo nas proximidades dos musculos circulares desses insetos. Ao
mesmo tempo que os neuritos FMRF-positivos aparecem nesses sitios, uma nova camada de
musculos circulares € vista, indicando que FaRPs tem relacdo com a renovacio dos musculos
circulares do intestino médio durante a passagem de larva para adulto em A. aegypti. Esse
melhor conhecimento do controle neural dos musculos viscerais do intestino médio de
mosquitos e a identificacdo de sua relagdo com neuropeptidios FaRPs serve como base para o
entendimento da atividade neuromuscular dos insetos holometdbolos, tanto em aspectos
funcionais, como no que diz respeito a modificacdo atrelada ao remodelamento tecidual.
Futuros trabalhos na drea sdo necessarios para ajudar a entender melhor o mecanismo de
controle realizado pelos FaRPs no remodelamento muscular visceral de insetos, podendo

inclusive apontar novos agentes potenciais de controle de vetores e pragas agricolas.
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FIGURAS

Figura 1: A-E: Estruturas imunorreativas para FMRF no intestino médio de larvas L4 tardias
de Ae. aegypti. A: Virias regides da musculatura circular apresentam estruturas FMRF-
positivas com uma organizacdo padronizada. Este padrdo € ausente nas fibras musculares
longitudinais. Quadrados: destaque das dreas imunorreativas. Note que a imunorreatividade
padronizada ndo aparece em todo o intestino médio ao mesmo tempo. B-D: Note as estruturas
FMRF-positivas ramificadas enfileiradas ao longo do eixo antero-posterior do intestino médio.
Estruturas curvas ndo-ramificadas também sdo vistas. Tanto as estruturas ramificadas quanto
as nado-ramificadas estdo presentes somente em musculos circulares. E: Novas fibras de
musculos circulares finas (setas finas) aparecem em outro plano focal, somente em regides onde
a imunorreatividade se encontra entre as fibras circulares pré-existentes. Cada fibra nova (setas
finas) se localiza sempre entre duas fibras circulares principais (pré-existentes). F-I: Detalhe
das estruturas imunorreativas curvas nao-ramificadas (F, G e I) e das estruturas ramificadas em
fileira (H). Vermelho: fibras musculares viscerais. Verde: estruturas imunorreativas para
FMREF. LM: Fibras musculares longitudinais; CM: fibras musculares circulares. Setas duplas:
A=anterior, P=posterior.
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Figura 2: A-F: 3D de neuritos imunorreativos para FMRF no intestino médio de larvas L4
tardias de Ae. aegypti. A-B: Note a presenca de neuritos FMRF-positivos (verde) exatamente
na regido mediana dos musculos circulares (CM), entre os pontos de intercruzamento entre eles
e os musculos longitudinais (LM). As fibras musculares longitudinais (setas largas) nao
apresentam imunorreatividade. C: Uma nova camada de miusculos circulares (setas) pode ser
vista abaixo do plano da malha muscular principal. D: As novas fibras (setas) circulares sao
vistas unidas em alguns pontos as fibras circulares principais E: Em alguns locais, os neuritos
sdo enfileirados e de ramificagdo densa entre fibras de musculo circular. F: Detalhe da malha
muscular do intestino médio, mostrando que em alguns pontos, ndo se vé filamentos de actina
(setas sem preenchimento) no local onde os neuritos imunorreativos se localizam, enquanto em
outros, os filamentos de actina se encontram intactos (seta larga branca). Microscopia confocal.
Vermelho: fibras musculares do intestino médio; verde: imunorreatividade para FMRF. LM:
fibras musculares longitudinais; CM: fibras musculares circulares; setas finas: novas fibras
circulares.
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Figura 3: A-D: Células dos musculos circulares em mitose no intestino médio de larvas L4
tardias de A. aegypti. Células dos musculos circulares do ceco géastrico (A), do intestino médio
anterior (B) e do intestino médio posterior (C-D) do intestino médio. D: Detalhe de niicleos em
andfase nos musculos circulares do intestino médio posterior. Vermelho: fibras musculares
viscerais do intestino médio; verde: nucleos em mitose. Barras: 20 ym.
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Figura 4: A-G: Organizacdo das fibras musculares e neur6nios no intestino médio de pupas
iniciais de A. aegypti. A-D: Fibras musculares do intestino médio anterior (A-C) e intestino
médio posterior (D) de pupas. Note as fibras musculares circulares alargadas somente em uma
metade do intestino médio anterior. Fibras circulares finas se encontram em torno de todo o
orgdo. O intestino médio posterior ndo apresenta fibras alargadas. E-G: Corpos de neurdnios
FMRF-positivos sdo vistos no intestino médio anterior de pupas de 2 horas apds pupacdo. B
inset: Detalhe das fendas sem filamentos de actina (setas) nas regides medianas dos musculos
circulares entre os pontos de intercruzamento de fibras circulares e longitudinais. Microscopia
confocal. A-D: Vermelho: fibras musculares; verde: estruturas FMRF-positivas; setas: fibras
musculares delgadas. E-F: Vermelho: nucleos; verde: corpos neuronais FMRF-positivos. Setas
simples: corpos de neurdnios; Setas duplas: A= anterior e B= posterior.
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Figura 5: A-E: Células musculares em mitose (verde) no intestino médio de pupa inicial de Ae.
aegypti. As células dos musculos circulares foram vistas se dividindo tanto no intestino médio
anterior (A-B) quanto posterior (C-E). Microscopia confocal. Vermelho: fibras musculares
viscerais do intestino médio; verde: nicleos de células musculares em mitose; azul: nicleos.
CM: Musculos circulares; LM: Musculos longitudinais.
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Figura suplementar 1: A: 3D da malha muscular do intestino médio de larvas L4 tardias de
Ae. aegypti mostrando os neuritos FMRF-positivos de localizacdo padronizada nas fibras
circulares pré-existentes, e a presenca de fibras circulares delgadas (setas) posicionadas entre
duas fibras musculares principais. B-D: Células enteroenddcrinas (verde) no intestino médio
posterior de L3 (B) e L4 ndo-tardias (C-D) de A. aegypti. Note que nessas fases ndo ha neuritos
FMRF-positivos, e os musculos circulares ndo possuem fibras delgadas. Ao invés disso, €
possivel notar bifurcacdes dos misculos circulares (setas largas), normais da organizacao
muscular do intestino médio larval. D inset: Detalhe de uma célula enteroenddcrina com
projecdes apontadas em direcdo ao epitélio. Microscopia confocal. Vermelho: fibras
musculares do intestino médio; azul: nicleos; verde: imunorreatividade para FMRF; azul:
nucleos. CM: Musculos circulares; LM: Musculos longitudinais.
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6. CONCLUSOES GERAIS

O intestino médio dos mosquitos aumenta em tamanho durante o desenvolvimento larval,
processo que envolve a diferenciacao de células regenerativas e, portanto, aumento do niimero
de células. Apesar desse aumento em tamanho do 6rgdo na fase larval, as caracteristicas
histologicas dos seus tecidos permanecem similares. Durante o fim do dltimo instar larval, o
tecido muscular inicia um processo de remodelamento que provavelmente envolve sinalizagao
de neuropeptidios FMRF. Ao mesmo tempo, as matrizes peritréficas e o alimento desaparecem
do intestino médio, e o epitélio digestivo passa por modificagdes morfoldgicas e passa a secretar
um material mucoso no limen. Na fase de pupa inicial, o epitélio larval € descartado, e
substituido por um novo, o qual se diferencia rapidamente. Esse novo epitélio originario no
inicio do estagio pupal provavelmente é descartado em meados do tempo médio da
metamorfose, e substituido pelo epitélio definitivo que permanecera no estagio adulto. Ao que
tudo indica, o processo de diferenciagdo do epitélio definitivo se inicia no final da fase de pupa,
onde as células ja exibem tragos de regionaliza¢cdo, mas termina somente apds a emergéncia do
mosquito adulto. Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que as modificacdes do
intestino médio de mosquitos ocorridas durante a metamorfose apresentam caracteristicas
similares em relacdo a D. melanogaster, sugerindo que os principais mecanismos envolvidos

no desenvolvimento do 6rgao durante a fase de pupa sdo conservados dentro da ordem Diptera.
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