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RESUMO

RIOS, Hugo Javier Loaiza, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2024. Estudo
do corpo gorduroso de Aedes aegypti em diferentes estagios de desenvolvimento.
Orientador: Gustavo Ferreira Martins.

O Aedes aegypti ¢ um vetor eficiente de arboviroses, representando um sério problema de saide
publica em escala global. Adaptado ao ambiente urbano devido a expansao populacional, esse
mosquito tem sido bem-sucedido devido a sua alta taxa de proliferacdo. Diante desses fatores,
¢ crucial estudar a biologia desse inseto. O corpo gorduroso desempenha papéis essenciais na
sintese e armazenamento de lipideos carboidratos e proteinas, sinalizacio hormonal,
desintoxicacdo, imunidade e longevidade. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar as
alteracdes que ocorrem no corpo gorduroso dos diferentes estidgios de desenvolvimento (larva
4° instar, pupa branca, pupa 24 horas e pupa 48 horas) durante a metamorfose, pois durante
esse processo, alguns tecidos e 6rgdos sao reorganizados. Este estudo foi realizado utilizando
técnicas de histologia, incluindo microscopia Optica e de varredura, bem como técnicas para a
deteccao de apoptose. Além disso, foram realizadas analises morfométricas para mensurar as
areas correspondentes aos endcitos grandes, nicleo de trofdcitos e endcitos grandes, e goticulas
lipidicas em cada estdgio de desenvolvimento. Predominantemente, as células presentes nesse
Orgdo sdo os trofdcitos, em maior quantidade, e os endcitos, em menor propor¢ao. Essas células
estdo localizadas em 16bulos envoltos por uma fina lamina basal que se estende do tegumento
aos 0rgaos internos. Logo apds o inicio da fase de pupa (pupa branca) foram detectadas algumas
células do 6rgdo em apoptose. Na andlise morfométrica, foram encontradas diferencas
significativas na drea nuclear dos trofdcitos e endcitos entre as pupas de 48h e os demais
estdgios, assim como no tamanho das goticulas lipidicas, sendo menores nas larvas do quarto
instar em compara¢do com os demais estagios. Por outro lado, ndo foram observadas diferencas
significativas na drea celular dos endcitos grandes entre os estdgios analisados. Este estudo
oferece evidéncias para compreender a fisiologia e morfologia do corpo gorduroso durante a
metamorfose de A. aegypti. Esses resultados indicam que durante o processo de metamorfose,
as células do corpo gorduroso sofrem alteracdes no nivel morfolégico. Este achado sugere uma
remodelacdo do 6rgdo durante a metamorfose, o que poderia ter implicagdes importantes na

regulacdo do metabolismo e no desenvolvimento pds-embriondrio do organismo.



Palavras-chave: Reorganizacao celular. Histologia. Larva. Pupa. Mosquito.



ABSTRACT

RIOS, Hugo Javier Loaiza, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February 2024. Study of
the fat body of Aedes aegypti at different stages of development. Advisor: Gustavo Ferreira
Martins.

The Aedes aegypti is an efficient vector of arboviruses, representing a serious public health
problem on a global scale. Adapted to the urban environment due to population expansion, this
mosquito has been successful due to its high rate of proliferation. Given these factors, it is
crucial to study the biology of this insect. The fat body plays essential roles in the synthesis and
storage of lipids, carbohydrates, and proteins, hormonal signaling, detoxification, immunity,
and longevity. Thus, the aim of this work was to investigate the alterations that occur in the fat
body during different stages of development (4th instar larva, white pupa, 24-hour pupa, and
48-hour pupa) during metamorphosis, as some tissues and organs are reorganized during this
process. This study was conducted using histological techniques, including optical and scanning
microscopy, as well as techniques for the detection of apoptosis. Additionally, morphometric
analyses were performed to measure the areas corresponding to large oenocytes, trophocyte
nuclei, and large oenocytes nuclei, as well as lipid droplets at each stage of development.
Predominantly, the cells present in this organ are trophocytes, in greater quantity, and
oenocytes, in smaller proportion. These cells are located in lobes surrounded by a thin basal
lamina that extends from the tegument to the internal organs. Immediately after the onset of the
pupal stage (white pupa), some cells of the organ undergoing apoptosis were detected. In the
morphometric analysis, significant differences were found in the nuclear area of trophocytes
and oenocytes between the 48-hour pupae and the other stages, as well as in the size of lipid
droplets, which were smaller in fourth instar larvae compared to the other stages. On the other
hand, no significant differences were observed in the cellular area of large oenocytes between
the stages analyzed. This study provides evidence to understand the physiology and
morphology of the fat body during A. aegypti metamorphosis. These results indicate that during
the metamorphosis process, fat body cells undergo changes at the morphological level. This
finding suggests an organ remodeling during metamorphosis, which could have important

implications in regulating metabolism and post-embryonic organism development.



Keywords: Cellular reorganization. Histology. Larvae. Pupa. Mosquito.
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1. INTRODUCAO
1.1. Aedes aegypti

O A. aegypti é comumente conhecido no mundo como o “mosquito da febre amarela”,
ou “mosquito da dengue” no Brasil, pertence a ordem Diptera, subordem Nematocera, familia
Culicidae, subfamilia culicinae, tribo Aedini, género Aedes, e subgénero Stegomyia
(CHRISTOPHERS; SR, 1960; CONSOLI, A. G. B.; LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994).
Aedes aegypti aegypti é considerada uma espécie nativa da Africa. Ld também ¢é possivel
encontrar outra subespécie conhecida como Aedes aegypti formosus, um mosquito selvagem
cujas larvas podem ser encontradas em habitats naturais como buracos de arvores e lagos
associados a ambientes florestais. As fémeas adultas se alimentam de sangue de mamiferos nao
humanos. No continente americano, tem presenca A. aegypti aegypti o qual foi transportado
para América em navios durante as primeiras expedi¢cdes realizadas pelos europeus (CONSOLI,
A. G. B.; LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994; POWELL; GLORIA-SORIA; KOTSAKIOZI,
2018).

Considerada uma espécie cosmopolita devido a sua dispersdo global, o Aedes aegypti é
comumente encontrado em regides tropicais e subtropicais. Sua presenca é especialmente
marcante em dreas urbanas, especialmente onde existem reservatorios artificiais de dgua - locais
ou objetos criados por atividades humanas - que podem armazenar dgua e proporcionar
ambientes propicios para a oviposicdo e a proliferacio de larvas (CONSOLI, A. G. B;
LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994; MICHAEL J. NELSON, 1986). Na América Latina e no
Caribe, as temperaturas extremas produto da mudanga climética estd proporcionando novos
habitats favordveis para o mosquito A. aegypti, permitindo a ampliacdo de sua distribui¢do
geografica, representando um desafio em termos de controle e prevengdo (LAPORTA et al.,
2023).

A sua alta importancia na satide se deve ao fato de que o A. aegypti é um vetor de
arbovirus causadores de doencas como febre amarela, Zika, chikungunya e dengue, esta tltima
doenca representa um dos maiores riscos para quase a metade da populacdo mundial com um
numero estimado entre 100 e 400 milhOes de casos da infec¢do anualmente. Embora muitas
infec¢des por Dengue sejam assintomaticas ou leves, em algumas situagdes podem se tornar
graves e até fatais (WHO, 2023). A transmissao desses arbovirus ocorre através da fémea do

mosquito, que necessita se alimentar de sangue, preferencialmente humano, para obter as
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proteinas necessdrias para o desenvolvimento dos ovos (CONSOLI A. G. B.; LOURENCO DE
OLIVEIRA, 1994; POWELL; TABACHNICK, 2013). O A. aegypti é caracterizado como vetor
eficiente e altamente antropofilico, tem a capacidade de picar mais de um hospedeiro antes de
completar a ovogénese, demonstrando maior atividade no amanhecer e antes do anoitecer.
(POWELL; TABACHNICK, 2013; WHO, 2023). Este mosquito desenvolve seu ciclo de vida
em estreita proximidade com os seres humanos (CONSOLI, A. G. B.; LOURENCO DE
OLIVEIRA, 1994).

O ciclo de vida do A. aegypti compreende quatro fases de desenvolvimento: comega
com 0s ovos, seguido pelas larvas em quatro instares distintos (L1, L2, L3, L4), passa pelas
pupas e culmina com os adultos (Fig. 1). Esse ciclo ocorre em dois ambientes distintos: as larvas
e pupas se desenvolvem em ambientes aquaticos tempordrios, enquanto os adultos sdo
encontrados em ambientes terrestres, principalmente no peridomicilio ou dentro dos domicilios
humanos, onde encontram protecdo e alimento (CONSOLI, A. G. B.; LOURENCO DE
OLIVEIRA, 1994; DURDEN; MULLEN, 2019).

Adulto
fémea Ovos
’.4
S
L L1
~— "y)“
- S L o
= Ty L2
— s 4 N >
7 !’kh} - Larva
// l x; g L3
[ .
| % -
Adulto ,’
macho

Pupa

Figura. 1. Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti. Fonte: Adaptado de
https://encr.pw/H5vxu. Acesso em 22/03/2024.
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Os ovos tém aproximadamente entre 0,5 e 1 mm de comprimento, forma alongada, e
coloragdo branca durante a postura e posteriormente se tornam pretos. Eles sdo depositados na
lateral de recipientes preferencialmente escuros, acima do nivel da dgua - que deve estar limpa
e parada e ainda com pouca matéria organica (CARVALHO; MOREIRA, 2017; MICHAEL J.
NELSON, 1986). O desenvolvimento embrionério se completa em dois a trés dias, dependendo
da temperatura (DURDEN; MULLEN, 2019). Os ovos podem suportar longos periodos de
dessecacdo de até um ano, sendo uma forma bem sucedida de sobrevivéncia dessa espécie
(CHRISTOPHERS; SR, 1960; CONSOLI, A. G. B.; LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994;
MIRANDA et al., 2021).

As larvas do A. aegypti sdo cilindricas e de coloragdo branca, possuindo um aparelho
bucal composto por cerdas que filtram parte da matéria orginica que consomem. Seu térax €
ovoide, enquanto o abdome € composto por varios segmentos. Na parte posterior e anal,
apresentam quatro expansdes lobadas e uma estrutura respiratdria adaptada para trocas gasosas
na superficie da 4gua, conhecida como sifaio (CHRISTOPHERS; SR, 1960; DURDEN;
MULLEN, 2019; MICHAEL J. NELSON, 1986). Durante o estdgio larval, sdo formadas as
reservas de nutrientes no corpo gorduroso, que serdo utilizadas nos diferentes processos
fisiolégicos do inseto, incluindo a metamorfose. As reservas acumuladas no corpo gorduroso
larval fornecem energia suficiente a0 mosquito recém-emergido para voar e sobreviver aos
primeiros dias de vida adulta (CONSOLI, A. G. B.; LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994;
DURDEN; MULLEN, 2019).

A pupa apresenta forma de virgula com a cabeca e térax fundidos, formando o
cefalotérax e o abdome curvo. No mesotérax localizado no dorso, hd um par de tubos
respiratérios chamados trombas, através dos quais ocorrem as trocas gasosas na superficie da
dgua. Durante esta fase a pupa ndo se alimenta e pode ter uma duragdo entre dois a trés dias até
a emergéncia do adulto (DURDEN; MULLEN, 2019; MICHAEL J. NELSON, 1986;
SERVICE, 2012).

Os adultos de A. aegypti exibem coloracdo marrom ou preta, com faixas brancas nos
segmentos tarsais. No mesonoto, observa-se uma mancha em forma de lira. A expectativa de
vida € aproximadamente de 30 dias (GOINDIN et al., 2015; MICHAEL J. NELSON, 1986). A
morfologia externa possibilita a diferenciagdo entre os sexos: os machos apresentam antenas
longas e plumosas, enquanto as fémeas exibem antenas pilosas. Apds emergirem, tanto os
machos quanto as fémeas do A. aegypti alimentam-se do néctar de flores e de diversas secrecdes
acucaradas vegetais. No entanto, apds a copula, as fémeas requerem uma fonte adicional de

alimento: o sangue. Este fornece as proteinas necessdrias para a sintese da vitelogenina pelo
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corpo gorduroso (DURDEN; MULLEN, 2019; LI; YU; FENG, 2019). A vitelogenina,
precursora do vitelo do ovo, desempenha um papel fundamental como substrato para a sintese
de lipidios e glicogénio, permitindo a continuidade dos processos fisiolégicos, como a
ovogénese, e a sobrevivéncia do inseto (DURDEN; MULLEN, 2019). Essa necessidade de
alimentacdo sanguinea pelas fémeas € crucial para o sucesso reprodutivo e a proliferacdo do
mosquito. Como resultado, ocorre a disseminacdo de doencas infecciosas, representando um

desafio significativo para os sistemas de sadde.

1.2. Corpo gorduroso dos insetos

O corpo gorduroso, de origem mesodérmica, pode ser comparado ao tecido adiposo e
ao figado dos vertebrados, uma vez que desempenha diversas funcdes metabodlicas no inseto e
coordena processos como crescimento, metamorfose e reproducdo (CHAPMAN, 2013). Além
disso, estd envolvido nas func¢des de desintoxicacdo e imunidade (CHAPMAN, 2013;
MESCHI; DELANOUE, 2021; SNODGRASS, 1993).

O corpo gorduroso mantém contato direto com a hemolinfa, permitindo uma intensa
troca de substincias. Ele € composto por células agrupadas, formando 16bulos de diferentes
tamanhos (Fig. 2). Embora seja principalmente encontrado no abdomen, também esta presente
em menor extensio no térax e na cabeca. No abddmen, o 6rgio pode ser subdividido em duas
regides, de acordo com a localizagdo: o corpo gorduroso parietal, que estd aderido ao
tegumento, € o corpo gorduroso perivisceral, que estd associado aos tratos digestivo e

reprodutor (CHAPMAN, 2013; SNODGRASS, 1993; TOPRAK et al., 2020).

enocito
nucléolo

trofocito

nucleo
nucléolo

vacuolo

vacuolos
nucleo

Figura. 2. Desenho esquematico das células do corpo gorduroso de formigas da tribo Attini.
Gines de Cyphomyrmex rimosus. Fonte: Adaptado de Roma, et al., 2010.
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Em mosquitos adultos, apenas o corpo gorduroso parietal estd presente, enquanto o corpo
gorduroso visceral s6 € encontrado durante a fase larval e desaparece durante a metamorfose.
Estudos demonstraram que o tipo de dieta influencia a morfologia do corpo gorduroso em
fémeas de A. aegypti. Fémeas alimentadas com agucar apresentam um aumento do corpo
gorduroso devido ao acimulo de lipidios. Por outro lado, aquelas alimentadas com sangue
mostram um encolhimento desse tecido devido a expansdo do intestino médio, além de um
aumento nos ovarios que comprimem o corpo gorduroso contra a parede corporal (Martins et
al., 2011b). A redug@o do corpo gorduroso apds a ingestdo de sangue também pode estar
associada ao processo de vitelogénese. Apds a alimentacdo sanguinea, o tecido adiposo passa
por um processo de autofagia, que resulta em sua degradacdo. Além disso, hd uma estreita
relacdo entre a autofagia e a vitelogénese, uma vez que a inibicao de certos genes responsaveis
pela autofagia no corpo gorduroso afeta o desenvolvimento dos ovdcitos. A inibi¢do resulta em
malformacdes e na reducdo no nimero de gametas, impactando reproducdo da fémea do A.
aegypti (BRYANT; RAIKHEL, 2011).

O corpo gorduroso dos Diptera € composto por dois principais tipos de células (trofdcitos
e endcitos) que exibem variacOes em tamanho, forma, fung¢do e composi¢do ao longo das vérias
fases de desenvolvimento do inseto (MARTINS et al., 2011d; PASCINI et al., 2011;
TURGAY-iZZETOGLU; GULMEZ, 2019). Como por exemplo, o corpo gorduroso adultos de
Anopheles darlingi, Culex quinquefasciatus, Aedes albopictus, Aedes fluviatilis € Anopheles
aquasalis € caracterizado por uma organizagdo similar. Ele € amorfo, estd localizado sob o
tegumento e exibe uma distribuicio heterogénea na regidio do abdome. E composto
principalmente por trofécitos, com endcitos em menor quantidade, os quais sdo encontrados na
periferia do 6rgdao (MARTINS et al., 2011d). Descobertas semelhantes foram feitas no corpo
gorduroso de Culex pipiens, onde as células, trofdcitos e endcitos, sdo encontradas sob o
tegumento, embora os adultos apresentam corpo gorduroso perivisceral no final do abdome

préximo aos 6rgios reprodutivos (TURGAY-IZZETOGLU; GULMEZ, 2019).

1.2.1. Trofécitos
Na maioria dos insetos, o corpo gorduroso € composto principalmente por trofdcitos ou
adipdcitos, de origem mesodérmica. Os trofécitos desempenham um papel central no
armazenamento de nutrientes, variando em quantidade conforme o estdgio de desenvolvimento
do inseto. Sao células polimorficas que possuem um nucleo irregular, e contém vérias inclusdes
de lipidios, granulos proteicos e glicogénio no citoplasma. Esse tipo de célula é caracterizado

pela presenca abundante de organelas, como o reticulo endoplasmético rugoso (RER), o
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aparelho de golgi, mitocondrias, lisossomos e peroxissomos. (CHAPMAN, 2013; PAES DE
OLIVEIRA; DA CRUZ LANDIM, 2003; TOPRAK et al., 2020).

1.2.2. Enécitos

Os endcitos sdo células ectodérmicas que, além de serem encontradas no corpo
gorduroso, estdo distribuidas em vdrios locais do corpo, muitas vezes entre as células
epidérmicas abaixo da cuticula e também agrupadas em espirdculos préximo a origem das
traqueias (NATION SR., 2016). Essas células estdo envolvidas na sintese e metabolismo de
lipidios (MARTINS et al, 2011a; NATION SR., 2016; SKOWRONEK; LUKASZ;
STRACHECKA, 2021). Os endcitos possuem um reticulo endoplasmatico liso (REL)
abundante, mitocondrias, um nucleo central e vacuolos contendo goticulas e granulos de
lipidios, glicogénio e proteinas (PAES DE OLIVEIRA; DA CRUZ LANDIM, 2003;
SKOWRONEK; LUKASZ; STRACHECKA, 2021). Além disso, os endcitos pupais estdo
relacionados a diversos processos fisioldgicos, incluindo a desintoxicacdo, o metabolismo
lipidico e a imunidade em A. Aegypti (MARTINS et al., 2011a). Em Anopheles gambiae, essas
células estdo associadas a sintese de lipidios e hidrocarbonetos, essenciais para a formacdo da

cuticula e, portanto, do exoesqueleto (GRIGORAKI et al., 2020).

1.3. Modificacoes do corpo gorduroso durante a metamorfose

A metamorfose dos insetos holometdbolos € regulada pelo hormoénio 20-
hidroxiecdisona (20E) que estimula apoptose em uma variedade de tecidos larvais
(CHAPMAN, 2013). No corpo gorduroso, ocorrem alteragdes significativas em forma,
tamanho e fun¢do durante esse processo de remodelagcdo. Durante a metamorfose, as células do
corpo gorduroso larval podem se dissociar e, posteriormente, passar por morte celular
programada (PCD), resultando na formacdo do corpo gorduroso adulto (CHAPMAN, 2013;
LARSEN, 1976; LI; YU; FENG, 2019; NELLIOT; BOND; HOSHIZAKI, 2006). No caso
especifico de Calpodes ethlius (Lepidoptera), por exemplo, durante a metamorfose, as células
do corpo gorduroso larval se dissociam, permanecendo individualizadas. Posteriormente, essas
células se agrupam ao redor das traqueolas, iniciando a formac¢@o de vacuiolos intracelulares.
Estes vacuolos autofagocitam parte das organelas celulares sem afetar sua integridade. Por fim,
a partir da biogénese de novas organelas, ocorre a formacdo do corpo gorduroso adulto
(CHAPMAN, 2013; SKOWRONEK; LUKASZ; STRACHECKA, 2021). Em alguns estudos

realizados em Helicoverpa armigera e Bombyx mori, constatou-se que a protease catepsina L
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desempenha um papel na dissociacdo do corpo gorduroso larval induzida pela 20-
hidroxiecdisona (LI; YU; FENG, 2019; ZHANG et al., 2013).

Alguns dos trabalhos citados acima descreveram as alteragdes que o corpo gorduroso
sofre durante a metamorfose, sendo remodelado na maioria dos casos, mas nio em sua
totalidade, pois células larvais ddao origem a esse 6rgdo nos adultos. No entanto, ainda ha
lacunas no conhecimento sobre as alteracdes e organizagdo das células do corpo gorduroso de
A. aegypti ao longo do seu desenvolvimento. Assim, este estudo teve como propdsito examinar
as mudancas morfolégicas do corpo gorduroso durante a metamorfose de A. aegypti,
empregando técnicas de histologia e técnicas para a detec¢do de apoptose. Dada a relevancia
desse mosquito na sadde publica, nossos resultados podem ser fundamentais para compreender
o desenvolvimento e as mudancgas ao nivel celular, fornecendo informag¢des importantes sobre

sua biologia e ciclo de vida.

2. OBJETIVO

Investigar as alteragdes morfoldgicas do corpo gorduroso durante a metamorfose de A.
aegypti.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Aedes aegypti

Larvas de 4° instar (L4) e pupa de diferentes idades (pupa branca, pupa 24h e pupa 48h.
(Fig. 3)) de A. aegypti (linhagem PPCampos, Campos dos Goytacazes, RJ) foram obtidas da
colOnia mantida no insetario do Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de
Vicosa (MG). As larvas foram mantidas em bandejas pldsticas contendo dgua declorada e foram
alimentados com ragdo para tartarugas (Reptolife®, Alcon Pet 596 Ltda, Camborid, SC, Brasil).
As condicOes ambientais foram mantidas controladas, com temperatura em torno de 28 + 2 °C,

umidade relativa de 50-60%, e com fotoperiodo de 12h.
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Figura. 3. Estagios do desenvolvimento de Aedes aegypti. (A) Larva 4° instar. (B) Pupa branca.
(C) Pupa 24 horas. (D) Pupa 48 horas.

3.2. Histologia
3.2.1. Microscopia optica

Os mosquitos foram dissecados sob um microscopio estereoscopico (Zeiss Stemi
2000C), em solucao salina tamponada com fosfato PBS (0.1 M, NaCl, 20 mM, KH2PO4, e 20
mM Na2HP4; pH 7.6). Para este estudo, foram utilizadas 20 larvas do 4° instar (L4), que
representam o estdgio final antes da metamorfose, bem como 20 pupas fémeas na cor branca
(PB), obtidas imediatamente ap6s a ecdise do L4, e 20 pupas fémeas de 24 e 48 horas apds a
ecdise (cor preta) (P24 e P48, respectivamente). Considerando que a maior parte do corpo
gorduroso estd localizada na regido abdominal, procedeu-se a separacdo do abdome da cabeca
e torax (larva) e cefalotérax (pupa). Posteriormente, realizou-se um corte transversal no dltimo
segmento abdominal para extrair e descartar as visceras. As carcacas contendo o corpo
gorduroso parietal abdominal foram fixadas em Zamboni (paraformaldeido a 2% contendo 15%
de 4cido picrico em tampao fosfato de sédio a 0,1 M, Stefanini M., De Martino C. & Zamboni

L. 1967) para preservacio adequada das estruturas.
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As amostras foram submetidas a uma série de etapas de preparacdo, comecando com a
lavagem em 4gua destilada, seguida pela desidratacdo em solugdo crescente de etanol (30%,
50%, 70%, 90% e 100%). Em seguida, as amostras foram incluidas em historesina (Leica
Microsystems, Heidelberg Mannheim, Alemanha). Apés a inclusdo, foram realizados cortes de
5 um de espessura em um micrétomo (Leica Reichert-Jung 2050 Super Cut). Os cortes foram
corados com Hematoxilina e Eosina (HE) e posteriormente analisados e fotografados em um
microscopio de luz Olympus BX53 conectado a uma camera digital DP 73 (Olympus Optical
Co., Téquio, Japao).

3.3. Microscopia de varredura

As carcagas contendo o corpo gorduroso de L4, PB, P24 e P48 foram fixadas em
glutaraldeido a 2,5%. Em seguida, as amostras foram lavadas duas vezes em PBS por 10
minutos cada, desidratadas em uma série de concentracdes crescentes de etanol (30-100%) e,
posteriormente, secas em um aparelho de ponto critico Balzers CPD 030. Apds a secagem, as
amostras foram abertas com alfinetes entomoldgicos para expor o corpo gorduroso e montadas
em suportes adequados. Em seguida, foram metalizadas com ouro e fotografadas utilizando o
microscopio eletronico de varredura LEO 1430VP do Nucleo de Microscopia e Microandlise
(NMM). Foram utilizados oito individuos para cada idade, incluindo fémeas adultas (30

minutos depois da ecdise).

3.4. Apoptose

Para a identificacdo de células em apoptose, foram utilizadas duas técnicas distintas: a

deteccao da atividade da enzima caspase e a marcacdo com anticorpos.

3.4.1. Apoptose por deteccido da atividade de caspase

Com o objetivo de identificar células em processo de apoptose, larvas L4, e pupas PB,
P24 e P48) foram dissecadas em solu¢do salina tamponada com fosfato (0,1 M PBS), pH 7,2.
As carcacas, contendo o corpo gorduroso de cada estagio, foram entdo incubadas no reagente
CellEvent™ Caspase-3/7 (1:350, Invitrogen) por 30 minutos, em um ambiente escuro para
evitar a fotodegradacdo. Em seguida, as amostras foram fixadas em paraformaldeido a 4% por
30 minutos e submetidas a trés lavagens em PBS, cada uma com duragdo de cinco minutos. Por

fim, as amostras foram montadas em ldminas de vidro utilizando solu¢do antidesvancecimento
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Mowiol (Sigma-Aldrich Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP). As amostras montadas foram fotografadas
no microscopio confocal Zeiss LSM510 META do Nicleo de Microscopia € Microandlise
(NMM) da UFV. Como controle negativo, os corpos gordurosos dos diferentes estagios foram
preparados da mesma forma, mas sem a inclusdo do reagente CellEvent™ Caspase-3/7. Este
procedimento permitiu a comparagao entre os resultados obtidos com o grupo experimental e o

controle, garantindo a confiabilidade dos dados.

3.4.2. Apoptose detectada por imunofluorescéncia

Carcagas com o corpo gorduroso de L4, PB, P24 e P48 foram fixadas em Zamboni
durante duas horas. Amostras foram lavadas em PBS e incubadas com PBST (Tween ™20 1%
em PBS) durante 30 minutos por trés vezes. Em seguida, as amostras foram incubadas overnight
com o anticorpo primério diluido em PBS: anticaspase-3 (clivada) rabbit (1: 100, Cell
Signalling Technology, Beverly, MA, EUA).

No dia seguinte, as amostras foram lavadas e em seguida submetidas a incubacdo com
o anticorpo secundario IgG FITC (1:200, Sigma), em condi¢des cuidadosamente controladas
de camara umida, sob total auséncia de luz. No terceiro dia de processamento, as amostras
passaram por uma nova etapa de lavagem antes de serem incubadas com DAPI (Biotium, Inc.,
Hayward, CA, EUA) por 30 minutos, para a marcacdo do nucleo celular. Apds esta etapa, as
amostras foram lavadas por trés vezes e entdo montadas em ladminas utilizando solu¢do Mowiol
(Sigma-Aldrich Brasil Ltda, Sao Paulo, SP), para serem cuidadosamente fotografadas sob o
microscopio de epifluorescéncia Olympus BX60. Para garantir a validade dos resultados, foram
incluidos controles positivos, consistindo em trés intestinos médios de pupa branca (PB) - uma
fase conhecida pela ocorréncia de apoptose, conforme descrito no item 3.3 - enquanto o controle

negativo foi conduzido de acordo com as especificacdes do item 3.3.1, sem usar DAPL.

3.5. Analise morfométrica e estatistica

Para determinar a densidade dos trofécitos e dos endcitos grandes por estadio (L4, PB,
P24 e P48), foram utilizadas fotomicrografias de trés individuos por estdgio, com uma area de
3000 pm?, e a andlise foi realizada utilizando o software ImageJ 1.54g. Da mesma forma, as
medicdes da drea celular e nuclear dos endcitos grandes (n = 36), drea do nicleo dos trofécitos
(n = 39) e das goticulas lipidicas (n = 60 ) por estadio (L4, PB, P24 e P48) foram tomadas

utilizando o software ImageJ 1.54g.
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Todas as anélises estatisticas foram realizadas no software R (R Core Team, 2022) com
interface de desenvolvimento integrada (IDE) do RStudio (Posit team, 2023). Area celular dos
endcitos grandes, drea nuclear dos endcitos grandes, drea da goticula lipidica e drea nuclear dos
trofécitos foram submetidas a modelos lineares generalizados com a familia de distribui¢do
gama para os erros. Os estddios imaturos dos mosquitos foram considerados como efeitos fixos
nos modelos. Os ajustes dos modelos foram realizados através da funcdo glm() do pacote
“lme4” (Bates et al., 2015). A adequabilidade dos modelos foi verificada através da inspecao
visual dos residuos utilizando o pacote “ggResidpanel” (Goode & Rey, 2019). Pontos influentes
foram identificados e os modelos foram reajustados apds a retirada deles. Em seguida, a anélise
de variancia tipo II foi realizada usando o pacote “car” (Fox & Weisberg, 2019) a 5% de
significancia e, quando necessario, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de

significancia utilizando o pacote “multcomp” (Hothorn et al., 2008).

4. RESULTADOS

4.1. Histologia

As andlises histoldgicas foram realizadas considerando a regido do abddmen, em quatro
estagios diferentes do A. aegypti, sendo estes L4, PB, P24 e P48. Os principais tipos celulares
observados no corpo gorduroso, tanto na larva quanto na pupa, foram os trofécitos e endcitos.
O corpo gorduroso estd localizado em cada segmento abdominal e apresenta duas regides
distintas: a regido parietal, proxima ao tegumento e perivisceral, em contato com as visceras
(Fig. 1A). As principais células do 6rgdo sdo os trofdcitos que exibem um nicleo pleomérfico
com nucléolo bem desenvolvido, e no citoplasma, podem ser observadas goticulas lipidicas
(Fig. 1B). Associados aos trofocitos, os endcitos formam grupos de poucas células e podem ser
divididos em dois grupos, de acordo com o tamanho, sendo eles endcitos grandes ou pequenos,
os quais sao encontrados nos estagios L4, PB, P24 e P48. Os endcitos grandes apresentam uma
forma irregular e nicleo muito desenvolvido. Os endcitos pequenos sdo ovoides, com ntcleo
central bem desenvolvido e com nucléolo proeminente, localizados préximos da epiderme da
porcao parietal do 6rgado (Fig. 1C-D). A estrutura do corpo gorduroso apresentou semelhancas
em todas as fases do ciclo de vida dos mosquitos e serd descrita nos proximos subtopicos.

O niimero dos trofécitos em L4 foi maior (19 células x 3000 pm?), em comparacao com
PB (15 células x 3000 um?), P24 (7 células x 3000 pm?) e P48 (16 x 3000 um? células), as quais

exibiram uma menor densidade de trofdcitos por drea. Por outro lado, o niimero de endcitos em
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cada estdgio de desenvolvimento foi similar, na L4 (3 células x 3000 um?), PB (4 células x 3000
pm?), P24 (4 células x 3000 pm?2) e P48(4 células x 3000 pm?).
Em L4, os endcitos grandes possuem 366 + 92,10 um? (Fig. 1C) e os pequenos possuem

151,9 + 36,79 um? (Fig. 1D).

Figura. 4. Seccoes histoldgicas do corpo gorduroso do abdémen de L4 de Aedes aegypti HE.

A - Por¢do parietal (pp) do corpo gorduroso (cg) proximo ao tegumento (t) e a porcio
perivisceral (pv). Regido anterior (a) e posterior (p). B — Nucleos dos trofécitos (n) e endcitos
(N) além de algumas goticulas lipidicas (gl) e granulos de proteinas (gp). C — Endcitos grandes
(E) agrupados entre trofécitos (T) e proximos a musculos intersegmentais (m). D — Grupo de

endcitos pequenos (e) ao interior do corpo gorduroso.

Na PB, os endcitos grandes possuem 423,3 + 116,64 um? e os pequenos possuem 160,4

+ 44,59 um? (Fig. 2).
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Figura. 5. Seccdes histologicas do corpo gorduroso da regido do abdomen da PB de Aedes
aegypti HE. A — Endcitos grandes (E) agrupados com até 6 células rodeados por trofécitos (T).

B e C - Endcitos pequenos (e) préximos a musculos intersegmentais (m) e ao tegumento (t).
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Figura. 6. Seccdo histolégica do corpo gorduroso da regido do abdomen da P24 de Aedes
aegypti HE, mostrando alguns aspectos gerais e outros detalhados. Endcitos grandes (E)

cercados por trofécitos (T) proximos ao tegumento (t) e alguns musculos intersegmentais (m).
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Figura. 7. Seccoes histologicas do corpo gorduroso da regido do abdomen da P48 de Aedes
aegypti HE. A — Alguns endcitos grandes (E) sdo encontrados préximos aos ovarios (0) e
musculos (m). B — Na P48 os trofécitos (T) apresentam nicleo (n) reduzido. C — Tanto endcitos

grandes (E) quanto pequenos (e) estdo entre os trofocitos (T).

4.2. Microscopia eletronica de varredura

As fotografias do corpo gorduroso de A. aegypti revelaram que este 6rgdo possui

porcdes que formam protuberancias ou I6bulos de diferentes tamanhos, os quais sdo estendidos
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do tegumento ao interior da cavidade corpdérea. Esses 16bulos foram encontrados na regido
dorsal, ventral e lateral da cavidade abdominal. Eles estdo cobertos por uma lamina basal com
uma superficie rugosa, e as células do 6rgio estdo contidas em seu interior. Além disso, foi
identificada uma estreita relacdo entre os I6bulos e as traqueias, sendo que alguns l6bulos estio
sobre elas e outros sdo atravessados por essas traqueias. Essas observagdes foram feitas em cada

estdgio de desenvolvimento analisado.

Figura. 8. Microscopia eletronica de varredura do corpo gorduroso abdominal da L4 de Aedes

aegypti. A — Lébulos (Ib) do corpo gorduroso aderidos ao tegumento. B — Detalhe mostrando o
16bulo (Ib) lateral delimitado por uma membrana basal (seta) e atravessado por uma traqueia
(t). C — Lobulo dorsal (Ib) mais desenvolvido e coberto por algumas traqueias (t) préximo ao
tegumento (T). D — Lébulo ventral (Ib) com a lamina basal rompida (seta) com células expostas

(c), ademais da associac@o com as traqueias (t) e localizado préximo ao tegumento (t).
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Figura. 9. Microscopia eletronica de varredura do corpo gorduroso abdominal de PB de Aedes

aegypti. A — Superficie interna do tegumento (T) onde € possivel observar 16bulos (Ib) do corpo
gorduroso. B — Detalhe de 16bulos laterais (Ib) adjuntos a algumas traqueias (t). C — Na regiao
dorsal com o tubo dorsal ou coragdo (c), entre dois troncos traqueais (tt). Células pericardiais
(*); musculos alares (setas) associados aos 16bulos (Ib). D — Regido ventral mostrando alguns

musculos (m), o sistema nervoso (n) proximos a alguns 16bulos (Ib).
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Figura. 10. Microscopia eletronica de varredura do corpo gorduroso abdominal de P24 de
Aedes aegypti. A — Lobulos laterais (Ib) com lamina basal enrugada (seta). B — Lébulos laterais
(Ib) apresentam a lamina basal (seta) rompida, permitindo que as células do corpo gorduroso
(c) sejam expostas. C — Lobulos (Ib) de corpo gorduroso préximos ao ganglio associados ao

sistema nervoso (n) e extensdes de musculos (m).
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Figura. 11. Microscopia eletronica de varredura do corpo gorduroso abdominal de P48 de

Aedes aegypti. A — Visdo geral da superficie interna do abdome com um 16bulo em destaque.
B. Detalhe do I6bulo (Ib) cuja superficie da lamina basal apresenta protuberincias das células

do corpo gorduroso (seta).
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Figura. 12. Microscopia eletronica de varredura do corpo gorduroso abdominal de fémea adulta
recém-emergida de Aedes aegypti. A — Lébulos (Ib) do corpo gorduroso. B — Lébulo globular
(Ib) cuja membrana basal (seta) apresenta proeminéncias que correspondem as células do corpo
gorduroso, coberto por traqueias (t). C — Lébulos laterais (Ib) com ldmina basal rompida

expondo algumas células do corpo gorduroso (c) préoximos ao tegumento (T).

4.3. Apoptose

Células em apoptose foram detectadas exclusivamente na PB (Fig. 10, painel direito).
Além disso, se identificou a presenga de autofluorescéncia, incluindo em traqueias, no

tratamento controle em PB, P24 e P48 (Fig. 10, painel esquerdo). Nao foram detectadas



células positivas para caspase-3 no corpo gorduroso em todos os estigios analisados (Fig.

11A-E).

29
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Controle CellEvent Caspase 3-7

L4

PB

P24

P48

Figura. 13. Microscopia confocal do corpo gorduroso abdominal de diferentes estidgios de
desenvolvimento de A. aegypti incluindo L4 (Larva 4° instar), PB (pupa branca), P24 (pupa 24
horas) e P48 (pupa 48 horas). Controle negativo (ndo tratados - painel da esquerda). Tratados
com CellEvent — Caspase 3/7 (painel da direita). Corpo gorduroso (seta); células do corpo
gorduroso positivas (ponta da seta). Nota: Algumas estruturas possuem autofluorescéncia

verde, como pode ser visto em algumas amostras (painel da esquerda).
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Figura. 14. Microscopia de fluorescéncia do corpo gorduroso abdominal de Aedes aegypti
testados para anticorpo primdrio anticaspase-3. A — Corpo gorduroso de larvas de 4° instar. B
— Corpo gorduroso de pupa branca. C — Corpo gorduroso de pupa 24 horas. D — Corpo
gorduroso de pupa 48 horas. E — Corpo gorduroso de fémea adulta. F — Intestino médio (AMG)
de pupa branca contendo células positivas (cabecas de setas). Ceco gastrico (CG); (AMG);
células em apoptose (pontas de setas). G — Controle negativo — Intestino médio de pupa branca

(AMG) e tubulos de Malpighi (TM).

4.4. Morfometria

Nao ha diferencga significativa na area dos endcitos grandes entre os diferentes estagios

(x2=0,80; df =3; p=0.85; Fig. 15A). Por outro lado, a drea nuclear dos endcitos grandes varia
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dependendo dos estagios de desenvolvimento (y2 = 8,79; df = 3; p = 0.03; Fig. 15B), sendo

menor em L4 em comparacdo a PB.

Tabela 1 — Area celular (um?) dos endcitos grandes de diferentes estagios de Aedes aegypti.

Fémeas (n = 3) (média + desvio padrio)

Larva 4° instar Pupa branca Pupa 24 h Pupa 48 h

243,1 £124,99 268,5 + 183,38 268,5 £ 130,65 275,9 +£265,29
(n =36) (n =36) (n =36) (n =36)

A drea das goticulas dos lipideos € diferente entre os estdgios, sendo menor em L4 do

que em outros estagios. (2 = 112,10; df = 3; p =< 0,001; Fig. 15C).

Tabela 2 — Area da goticula lipidica (um?) de Aedes aegypti em diferentes estagios.

Fémeas (n = 3) (média + desvio padrdo)

Larva 4° instar Pupa branca Pupa 24 h Pupa 48 h

8,929 +3,841° 16,74 £8,453* 15,81 £5,560° 18,94 +6,518°
(n =60) (n =60) (n =60) (n =60)

A darea do nucleo dos trofécitos também varia de acordo com o estagio de
desenvolvimento (y2 = 66,28; df = 3; p < 0,001; Fig. 15D). Ela foi menor em P48 do quem nos

demais estigios.

Tabela 3: Area nuclear (um?) dos endcitos grandes e trofocitos de Aedes aegypti nos

diferentes estagios.

Fémeas (n = 3) (média + desvio padrio)

Larva 4° instar Pupa branca Pupa 24 h Pupa 48 h

Endcitos 29.79 + 16,30% 29099 +17,78* 28,54 +12.86*> 23,83 +16,95°
(n =36) (n =36) (n =36) (n =36)
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Trofécitos 7,556 + 3,543 5,778 + 2,854 7,327 +2,556* 4,142 + 1,590°
(n =39) (n=39) (n =39) (n =39)

Letras diferentes (a-b) indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey (p < 0.05).
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Figura. 15. Area celular dos endcitos grandes (A), drea nuclear dos endcitos grandes (B), drea
da goticula lipidica (C) e drea nuclear dos trofécitos (D) em diferentes estadios de Aedes

aegypti. Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0.05).
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5.0. DISCUSSAO

O corpo gorduroso dos diferentes estagios de A. aegypti, (L4, PB, P24 e P48) consiste
em l6bulos formados por células, basicamente trofdcitos, que se projeta para o interior da
cavidade corpdrea. Os endcitos ocorrem associados aos trofécitos, formando grupos de poucas
células. Essas caracteristicas estdo em concordancia com as observadas em outros insetos da
ordem Diptera (CHRISTOPHERS; SR, 1960; MARTINS et al., 2011a; SNODGRASS, 1993).

A distincdo entre os trofdécitos e os endcitos, baseada na presenca de inclusdes
especificas no citoplasma, como goticulas lipidicas, granulos proteicos nos trofdcitos, e na
morfologia caracteristica dos endcitos, células grandes ovoides que apresentam um nucleo
central proeminente, também confirma achados em outros mosquitos(MARTINS ez al., 2011d;
PAES DE OLIVEIRA; DA CRUZ LANDIM, 2003; TURGAY-IZZETOGLU; GULMEZ,
2019).

Os endcitos encontrados em A. aegypti apresentam uma distin¢cdo adicional com base
em seu tamanho, sendo classificados como endcitos grandes e endcitos pequenos. Os endcitos
grandes geralmente podem estar agrupados préximos ao tegumento, rodeados por trofocitos e
alguns musculos intersegmentais. Por outro lado, os endcitos pequenos podem ser encontrados
frequentemente em numerosos grupos, € alguns individualmente, no interior do corpo
gorduroso e na periferia do 6rgdo. Essa variabilidade na populacdo de endcitos e sua
distribuicdo ja foi observada em diferentes espécies de dipteros como Culex pipiens, Anopheles
maculipennis, Lutzomyia longipalpis, Phlebotomus papatasi e Aedes aegypti (ASSIS et al.,
2014; CHRISTOPHERS; SR, 1960; MARTINS; RAMALHO-ORTIGAO, 2012; TURGAY-
[ZZETOGLU; GULMEZ, 2019). A diferenciacio no tamanho dos endcitos se deve ao seu papel
especifico ao longo do ciclo de vida do inseto. Os endcitos grandes estdo presentes nos estagios
larvais, neste caso L4 e pupa, sendo encontrados até P48, cuja funcdo consiste na sintese de
componentes lipidicos para a formacdo da cuticula pupal durante a metamorfose. Por outro
lado, os endcitos pequenos surgem na L4 e persistem até o adulto, possivelmente
desempenhando funcdes relacionadas ao metabolismo lipidico ao longo do tempo e adaptacao
a diferentes condicdes ambientais. Essa diferenciacio no tamanho dos endcitos reflete a
complexidade e a adaptabilidade do ciclo de vida do inseto, com diferentes células
desempenhando papéis especificos em diferentes estigios do desenvolvimento (MAKKI;
CINNAMON; GOULD, 2014; MARTINS et al., 2011b; MARTINS; RAMALHO-ORTIGAO,
2012).
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Foi observado uma maior densidade de trofdcitos em L4 (avaliados em uma area de
3000 um?), em comparacdo com PB, P24 e P48. Este grande nimero de trofécitos durante o
estdgio larval também foi documentado em outros dipteros, o Culex pipiens e Drosophila
melanogaster, os quais exibiram um nimero maior de trofécitos durante o dltimo estdgio larval
(BUTTERWORTH; EMERSON; RASCH, 1988; TURGAY-IZZETOGLU; GULMEZ, 2019).
A maior densidade numérica de trofdcitos na L4 pode estar associada ao fato de que neste
estdgio ainda ndo se iniciou o processo de reorganiza¢do do corpo gorduroso. Assim, em
estdgios posteriores, essa densidade numérica de trofécitos diminuiu gradualmente até atingir
P48. Este fato pode estar relacionado com o uso de energia utilizada durante a metamorfose, a
qual estd armazenada nos trofdcitos. Essa sequéncia de eventos resulta na formagdo do corpo
gorduroso no adulto (CHAPMAN, 2013; LI; YU; FENG, 2019; PAES DE OLIVEIRA; DA
CRUZ LANDIM, 2003). Em contraste, os endcitos grandes dos estadgios de A. aegypti nao
exibiram variagao no nimero de células. Isso pode estar correlacionado com a fungdo que
desempenham durante a metamorfose, na formacdo da epicuticula pupal (MAKKI;
CINNAMON; GOULD, 2014; TRAGER, 1937). Apds na pupa tardia os endcitos larvais sao
eliminados, o que leva a sua auséncia nos adultos recém-emergidos (TRAGER, 1937).

A organizacgdo e caracterizacao dos l6bulos do corpo gorduroso nos diferentes estagios
de desenvolvimento de A. aegypti, é semelhante a de fémeas adultas (CHRISTOPHERS; SR,
1960; MARTINS; PIMENTA, 2008). Lobulos foram encontrados na regidao dorsal, préximos
ao tubo dorsal, assim como também na regido ventral perto ao sistema nervoso e algumas
extensdes musculares, exibindo uma estreita relacdo com a hemolinfa e as visceras. Esse tipo
de disposi¢ao permite o intercAmbio de metabdlitos que serd utilizado em diferentes processos
fisiolégicos do inseto, metamorfose, fonte de energia para a procura de alimentos nos adultos
recém emergidos, formagdo do vitelogenina para o sucesso reprodutivo (CHAPMAN, 2013;
LIL; YU; FENG, 2019; PAES DE OLIVEIRA; DA CRUZ LANDIM, 2003).

Algumas células que apresentavam apoptose foram detectadas no corpo gorduroso de
PB de A. aegypti. Esses achados corroboram que ha atividade, ainda que restrita, de caspase
durante a metamorfose. Estudos preliminares durante a metamorfose realizados em outros
dipteros descrevem a deteccdo de apoptose na fase de pupa branca, corroborando nossos
resultados. Em Drosophila melanogaster foi descrito que durante a fase de pupa branca ha
intensa atividade de caspase em algumas células do corpo gorduroso. Similarmente em
Rhynchosciara americana, a pupa inicial apresentou atividade de caspase no Orgao

(BRANDAO et al., 2014; LIU et al., 2013). O corpo gorduroso dos estigios imaturos de A.
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aegypti apresenta pouca atividade apoptética durante a metamorfose, indicando que este serd
preservado no adulto.

De L4 até P48, ocorrem algumas mudancas no corpo gorduroso sendo observada a
reducgdo da drea do nucleo dos trofécitos de P48. Essa redugao também foi observada durante a
fase pupal do mosquito Toxorhynchites theobaldi a qual apresentou uma reducao do nicleo, em
comparacdo com L4 e adultos recém emergidos (PASCINI et al., 2011). Isso possivelmente
estd correlacionado com a diminui¢do da atividade celular dos trofécitos apds a metamorfose,
o que resulta na diminui¢do da drea nuclear (BUTTERWORTH; EMERSON; RASCH, 1988).

A drea das goticulas lipidicas de A. aegypti € menor em L4, com relagdo aos outros
estagios. Essa constatacdo € diferente do descrito para 7. theobaldi, o qual exibiu goticulas
lipidicas que apresentavam maior drea na L4 em comparagdo com pupa e fémeas recém-
emergidas (PASCINI et al., 2011). Esta diferenca se deve a que T. theobaldi é uma espécie
fit6faga na fase adulta e ndo se alimenta de sangue, sendo sua larva predadora, acumulando
muitas reservas no corpo gorduroso, garantindo assim o desenvolvimento dos ovdrios na etapa
adulta. Por outro lado, as fémeas adultas de A. aegypti sdo anautégenas, sendo obrigatoria a
alimentacdo sanguinea necessdria para o desenvolvimento do ciclo gonotréfico (CONSOLI, A.
G. B.; LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994; PASCINI et al., 2011).

A 4rea dos endcitos grandes nao apresentou variacao durante os estdgios de A. aegypti
(L4, PB, P24 e P48), conservando seu tamanho celular ao longo do desenvolvimento. Este fato
pode estar associado a funcdo desse tipo de célula, pois de acordo com a literatura, os endcitos
grandes crescem durante a fase larval e sdo responsaveis pela formagdo da cuticula na pupa.
Por tanto, a atividade celular na pupa (P48) ainda estd presente, o que estaria correlacionado
com a homogeneidade no tamanho dos endcitos grandes. Ao finalizar sua funcdo, os endcitos
grandes comecam a se degradar e desaparecem antes da eclosdo do adulto (MAKKI;
CINNAMON; GOULD, 2014; TRAGER, 1937). Porém, em nosso estudo ndo foi possivel
observar este tipo de morte celular através da histologia e deteccdo de caspase-3 ativada.
Portanto pode-se inferir que a morte celular nos endcitos ndo € induzida pela caspase,
provavelmente estd associada a outras vias de morte celular, como autofagia ou degradacdo
proteossomal. Por outro lado, a drea nuclear dos endcitos grandes apresentou diferencas, sendo
maior na PB em relacdo a L4. Esse aumento nuclear possivelmente ¢ uma sinal da ocorréncia
de endoploidia ou endomitose, durante o inicio do estdgio da PB periodo em que a cuticula é

formada (LOCKE, 1969; MAKKI; CINNAMON; GOULD, 2014).
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CONCLUSOES

Em termos gerais, observaram-se alteracdes morfoldgicas no corpo gorduroso do A.
aegypti durante a metamorfose de larva para pupa, evidenciando mudancgas nas células
que compdem esse 0rgao.

Os trofécitos exibiram uma redugdo da drea nuclear no estdgio P48, possivelmente nesta
fase cessa a sinteses de proteinas, devido ao gasto energético realizado nos estdgios PB-
P48 durante a metamorfose. Paralelamente a drea das goticulas lipidicas foi menor na
L4. Esse fendmeno estd associado ao tipo de alimentacdo das fémeas de A. aegypti
durante sua etapa adulta, as quais precisam se alimentar de sangue para a producdo de
vitelogénese regulado pelo corpo gorduroso, o que permitird o desenvolvimento do ciclo
gonadotrofico.

Os endcitos apresentaram uma diminui¢io na drea nuclear no estdgio pupa 48h. Essas
mudancas podem estar associadas ao metabolismo durante a transformacio de larva
para adultos. No entanto, a drea dos endcitos larvais ndo variou de tamanho, esse fato
possivelmente estd relacionado com os estidgios de L4-P48 nos que foram estudados, ja
que sua fungdo € restringida para formar a cuticula da pupa.

No corpo gorduroso do A. aegypti, foram identificadas poucas células em apoptose na
pupa branca (PB), o que € uma evidéncia de que o 6rgdo € preservado até a fase adulta.
O estudo apresentado oferece uma melhor compreensdao da morfologia, composi¢do
celular e alteracdes do corpo gorduroso do A. aegypti durante o desenvolvimento,
contribuindo para a compreensdo do processo de metamorfose e adaptacdo do corpo
gorduroso do estdgio larval para o estdgio de pupa. Essa compreensdo € crucial devido

a importancia desse inseto como vetor de arbovirus e seus impactos na satude publica.
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