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RESUMO 

PROFETA, Camila Aparecida, M.Sc. Universidade Federal de Viçosa, julho de 2023. Efeito 
da variação de temperatura no bacterioma do intestino médio de Aedes aegypti e seu 
impacto na modulação da digestão de sangue. Orientador: Tiago Antônio de Oliveira Mendes 
Coorientadores: Gustavo Ferreira Martins e Priscila Gonçalves Ferreira. 
 

Sabe-se que a temperatura desempenha um papel na resistência/suscetibilidade dos mosquitos 

a infecções por patógenos, e em vários sistemas foi verificado um fenótipo resistente a baixas 

temperaturas. Estudos recentes mostraram que as bactérias do intestino médio parecem 

estimular o sistema imunológico do mosquito e, indiretamente, aumentar a proteção contra 

patógenos invasores. Em insetos hematófagos, não está claro como o repasto sanguíneo e a 

variação da temperatura ambiental afetam o bacterioma do inseto hospedeiro. Esse 

conhecimento é fundamental para compreender o impacto da temperatura na fisiologia do 

mosquito, a fim de buscar novas perspectivas de controle. Neste estudo, foram realizados 

experimentos no bacterioma intacto e reduzido para investigar a contribuição das bactérias 

intestinais na taxa de digestão do sangue em diferentes temperaturas (20, 28 e 36°C). 

Primeiramente, um coquetel de antibióticos (300 μg/ml) foi administrado às fêmeas do 

mosquito Aedes aegypti por 48 horas. Depois os mosquitos foram alimentados com sangue de 

camundongo e expostos às três temperaturas. O intestino médio foi dissecado 24 horas e 48 

horas após a alimentação (ABF). Para obter taxas de digestão de proteínas em cada temperatura, 

foram determinados o conteúdo total de proteína e albumina, bem como a atividade de tripsina. 

Finalmente, para analisar as alterações na expressão gênica envolvida na resposta ao bacterioma 

intacto e reduzido, o RNA total foi extraído do intestino médio, dissecado 24 horas após a 

alimentação sanguínea, utilizando o RNeasy Mini Kit seguindo as instruções do fabricante. 

Nossos resultados demonstram que em um ambiente intestinal com carga bacteriana reduzida 

há menor teor de proteína e atividade enzimática a 28 e 36°C 24 horas após a alimentação 

sanguínea, demonstrando que o efeito da temperatura na digestão sanguínea depende do 

bacterioma intestinal. Além disso, a redução da carga bacteriana impactou na expressão dos 

transcritos, o que acarretou diminuição e aumento na expressão dos genes envolvidos na 

digestão sanguínea em 24 (ABF) nas três temperaturas. Embora sejam necessárias mais 

investigações para determinar os mecanismos moleculares destes processos, os nossos 

resultados indicam que a redução da carga bacteriana combinada com a variação da temperatura 

afeta a digestão sanguínea, bem como a expressão gênica associada a estes processos, o que por 

sua vez afeta a competência do vector. 



 

 

Palavras chaves: Aedes aegypti; temperatura; digestão do sangue; bacterioma intestinal; 

processos fisiológicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

PROFETA, Camila Aparecida, M.Sc.,Federal University of Viçosa, July 2023.Effect of 
temperature variation on the bacteriome of Aedes aegypti midgut and its impact on the 
modulation of blood digestion mechanisms. Advisor: Tiago Antônio de Oliveira Mendes. Co-
advisors: Gustavo Ferreira Martins and Priscila Gonçalves Ferreira. 
 

Temperature is known to play a role in the resistance/susceptibility of mosquitoes to pathogen 

infections, and in several systems a resistant phenotype has been verified at low temperatures. 

In hematophagous insects, it is unclear how blood meal and environmental temperature 

variation affect the bacteriome of the host insect. This knowledge is fundamental to 

understanding the impact of temperature on mosquito physiology in order to seek new control 

perspectives. In this study, experiments were conducted on the intact and reduced bacteriome 

to investigate the contribution of intestinal bacteria to the rate of blood digestion at different 

temperatures (20, 28 and 36°C). First, an antibiotic cocktail (300 μg/ml) was administered to 

female Aedes aegypti mosquitoes for 48h. After mosquitoes were fed with mice blood and 

exposed to the three temperatures. The midgut was dissected 24 hours and 48 hours after 

feeding (hpf). In order to obtain protein digestion rates at each temperature, total protein and 

albumin content as well trypsin activity were determined. Finally, to analyze the changes in 

gene expression involved in the response to intact and reduced bacteriome, total RNA was 

extracted from the midgut, dissected 24 hours after blood feeding, using the RNeasy Mini Kit 

following the manufacturer's instructions. Our results demonstrate that in an intestinal 

environment with reduced bacterial load there is a lower protein content and enzymatic activity 

at 28 and 36°C 24 hours after blood feeding, demonstrating that the effect of temperature on 

blood digestion depends on the intestinal bacteriome. Furthermore, the reduction in bacterial 

load impacted the expression of transcripts, there was a decrease and increase in the expression 

of genes involved in blood digestion at 24 (hpf) at the three temperatures. Although further 

investigation is needed to determine the molecular mechanisms of these processes, our results 

indicate that the reduction in bacterial load combined with temperature variation affects blood 

digestion, as well as the gene expression associated with these processes, which in turn affects 

the vector's competence. 

 

Keywords: Aedes aegypti; temperature; blood digestion; intestinal bacteriome; physiological 

processes. 

 

 



 

 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO ................................................................................................................... 10 

2 REVISÃO DE LITERATURA ........................................................................................... 12 

2.1 Aedes aegypti: biologia e ecologia .................................................................................... 12 

2.2 Digestão do sangue ........................................................................................................... 14 

2.3 Microbiota intestinal de culicídeos .................................................................................. 16 

2.4 Aedes aegypti e a transmissão de arboviroses ................................................................. 18 

2.5 Aedes aegypti e a necessidade de controle vetorial ......................................................... 19 

2.6 Determinantes da competência vetorial ......................................................................... 21 

3 OBJETIVO ........................................................................................................................... 24 

3.1 Objetivo geral .................................................................................................................... 24 

3.2 Objetivos específicos ......................................................................................................... 24 

4 MATERIAIS E MÉTODOS ............................................................................................... 24 

4.1 Declaração de ética. .......................................................................................................... 24 

4.2 Criação dos mosquitos ..................................................................................................... 24 

4.3 Tratamento com antibiótico e alimentação dos mosquitos ........................................... 25 

4.4 Mensuração da taxa de digestão ..................................................................................... 26 

4.5 Extração de DNA genômico total e quantificação da carga bacteriana por qPCR .... 27 

4.6 Extração do RNA e quantificação dos transcritos envolvidos na digestão de sangue 28 

4.7 Análises estatísticas ........................................................................................................... 29 

5 RESULTADOS ..................................................................................................................... 29 

5.1 Efeito do sangue na carga bacteriana ............................................................................. 29 

5.2 Efeito da redução das bactérias no intestino médio na digestão das proteínas do 

sangue ...................................................................................................................................... 30 

5.3 Quantificação dos transcritos envolvidos na digestão do sangue ................................. 33 

6 DISCUSSÃO ........................................................................................................................ 35 



 

 

7 CONCLUSÃO ...................................................................................................................... 38 

REFERÊNCIAS ..................................................................................................................... 39 

 

 

 



10 

 

1 INTRODUÇÃO  
 

 

Vetores hematófagos como os mosquitos contribuem significativamente para a carga 

global de doenças por meio da transmissão de parasitas. À medida que a distribuição de espécies 

de mosquitos continua a se expandir devido às mudanças climáticas (Liu et al., 2020), é preciso 

buscar novos e mais eficazes métodos de controle vetorial baseados no conhecimento da 

fisiologia do mosquito.  

O hábito de se alimentar de sangue dos mosquitos não só fornece proteínas sanguíneas 

e nutrientes essenciais para a oviposição e saúde reprodutiva, mas também permite que 

patógenos se estabeleçam e sejam transmitidos aos humanos através de hospedeiros artrópodes 

(Clements et al., 1992; Chaves et al., 2010). Como exemplo, o mosquito Aedes aegypti atua 

como vetor de algumas doenças virais, como o vírus da febre amarela (YFV) (Monath, 2001), 

vírus da dengue (DENV) (Viana et al., 2013), o vírus Zika (ZIKV) (Zanluca et al., 2015) e o 

alfavírus Chikungunya CHIKV (Lounibos et al., 2016), que causam grande impacto na saúde 

púbica. 

O intestino do mosquito é de particular importância para o controle de vetores porque é 

essencial para o estilo de vida de alimentação sanguínea e é a primeira interface entre o mosquito 

e os patógenos que ele transmite. O intestino do inseto é um órgão altamente 

compartimentalizado, com distribuição diferenciada de funções especializadas ao longo de seu 

comprimento (Benguettat et al., 2018; Buchon e Osman, 2015; Buchon et al., 2013; Dutta et al., 

2015; Lemaitre e Miguel -Aliaga et al., 2013).  

Estudos têm mostrado que para insetos hematófagos, como Anopheles stephensi 

(Murdock et al., 2012), Anopheles gambiae (Suwanchaichinda e Paskewitz, 1998) e Dicicloides 

(Karl et al., 2011), a capacidade de resistir à infecção pode ser afetada pela temperatura, podendo 

ser mais ou menos eficiente à medida que a temperatura aumenta.  

          Turell et al., (1993) encontrou taxas significativamente mais elevadas de infecções 

disseminadas para vírus da encefalomielite equina venezuelana (Alphavirus) após uma ingestão 

de uma refeição de sangue infectado quando os mosquitos foram alojados a 19°C em comparação 

com 26°C. E Westbrook et al., (2010) descobriram que a infectividade do Chikungunya para Ae. 

albopictus aumentou com uma diminuição da temperatura de criação (18°C > 24°C > 32°C). 

           Contrariamente, ao que visto para o Alphavirus e CHIKV, em um trabalho anterior Tesla 

et al., (2018), demostraram que as temperaturas mais quentes (29 °C) com uma faixa térmica de 

22,7 a 34,7 °C, são mais permissivas para a infecção pelo vírus Zika em mosquitos Ae. Aegypti, 
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enquanto as temperaturas mais frias limitam a fuga e a disseminação do vírus no intestino médio 

(Ferreira et al.,2020). 

  Para uma transmissão bem-sucedida, os flavivírus são absorvidos pela picada de um 

mosquito vetor quando ele se alimenta de sangue de um hospedeiro infeccioso. Para que esse 

processo aconteça, o vírus necessita escapar dos processos fisiológicos de proteção contra 

patógenos, que ao serem burlados, permitem uma infecção persistente e duradoura no mosquito 

(Kumar et al., 2018). O vírus infecta principalmente as células do intestino médio do mosquito 

e, em seguida, se espalha para os outros tecidos, atingindo as glândulas salivares (Franz et al., 

2015; Amaral et al., 2012). O epitélio intestinal dos Ae. aegypti também possui a capacidade de 

controlar o crescimento da sua microbiota intestinal por meio das espécies reativas de oxigênio 

(ROS) (Oliveira et al., 2011). 

A alimentação com sangue desencadeia uma cascata de eventos que controlam 

negativamente o nível de ROS no intestino, na qual molda a imunidade do inseto e a competência 

vetorial de mosquito a patógenos (Gandara et al., 2011). Após 24 horas do repasto sanguíneo, 

inúmeros genes do sistema imunológico são expressos possivelmente para tentar reduzir os danos 

aos tecidos, desencadeados por bactérias presentes no lúmen intestinal (Oliveira et al., 2011).  

Bactérias associadas com o intestino de várias espécies de mosquitos têm sido 

extensivamente estudadas em populações selvagens e criadas em laboratório (Desiely et al., 

2010). Relatórios sugerem que essas bactérias parecem estimular o sistema imunológico dos 

mosquitos e indiretamente aumentar a proteção contra parasitos causadores de malária (Dong 

et al., 2009; Rodrigues et al., 2010) 

No entanto, pouco se sabe sobre os papéis funcionais desses microrganismos na 

digestão dos alimentos. Gusmão et al., (2010) sugeriram que as bactérias presentes no 

divertículo ventral do intestino do Aedes aegypti podem desempenhar um papel no 

metabolismo da glicose. Seu papel na digestão do sangue ainda não foi determinado, mas sabe-

se que as populações bacterianas aumentam substancialmente após o repasto sanguíneo, 

sugerindo um potencial contribuição para o processo digestivo, conforme observado em outros 

insetos (Cazemier et al., 1997). 

Em nosso estudo anterior, Ferreira et al., (2020) verificaram que a infecção produtiva pelo 

vírus Zika é mais eficaz quando os mosquitos são alojados em temperaturas mais altas. 

Resultados similares também foram observados para outros flavivírus (Dohm et al., 2002; Reisen 

et al., 2006). No mesmo estudo, foi observado um notável enriquecimento tardio de transcritos 

envolvidos no processo de digestão, oxidação e redução do sangue quando os mosquitos foram 

mantidos a temperaturas mais frias.  
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Com base nesses resultados, levantamos a hipótese que, uma vez que a variação da 

temperatura afeta a digestão do sangue e consequentemente a respostas imunológicas e produção 

do estresse oxidativo, nós propomos que esses mecanismos são mediados pela modulação da 

microbiota.  

Para investigar as alterações fisiológicas desencadeadas pela temperatura em mosquitos 

frente o bacterioma íntegro e reduzido por tratamento com coquetel de antibióticos, 

quantificamos transcritos de genes que codificam proteínas envolvidas na digestão, mensuramos 

as taxas de digestão do sangue e o conteúdo de proteínas no intestino médio de mosquitos Ae. 

aegypti expostos a três temperaturas (20, 28 e 36°C) por 24 e 48 horas após a alimentação de 

sangue (ABF). 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Aedes aegypti: biologia e ecologia  

 

O mosquito Aedes aegypti é pertencente à ordem Diptera, subordem Nematocera, família 

Culicidae, subfamília Culicinae, tribo Aedini, gênero Aedes e subgênero Stegomyia (Linnaeus, 

1762; Consoli & Oliveira, 1994). Sua origem remonta à África subsaariana, tendo sido 

introduzido no continente americano durante o período de colonização por meio de ovos 

depositados em recipientes de água presentes em navios que realizavam a rota África-Europa-

América (Powel e Tabachnick, 2013).  

Graças à sua notável capacidade de adaptação a ambientes modificados pelo homem e 

climas caracterizados por chuvas e altas temperaturas, o Aedes aegypti se dispersou amplamente 

por regiões tropicais e subtropicais (Dye, 1992). Devido às mudanças climáticas e ambientais, já 

existem registros da presença dessa espécie em territórios antes livres dela, como nos Estados 

Unidos da América e em alguns países europeus (Schaffner et al., 2013; Fredericks et al., 2014). 

Essa disseminação é preocupante e destaca a necessidade urgente de controlar a transmissão das 

arboviroses associadas ao Aedes aegypti.  

O ciclo de vida do Ae. aegypti inclui quatro fases: ovo, larva (com 4 estádios: L1, L2, L3 

e L4), pupa e adultos (Figura 3).  A fêmea pode depositar seus ovos em até 10 locais diferentes. 

A escolha do local para a postura dos ovos é influenciada por fatores como pouca luz, umidade 

e presença de outras larvas (Rey e O’Connell, 2014). Os locais de postura são recipientes 

encontrados dentro e ao redor das casas, como vasilhas, caixas d’água e pneus. Os ovos são 

depositados individualmente em superfícies úmidas próximas à água e podem sobreviver a 
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períodos de seca por mais de um ano, o que facilita a sobrevivência e dispersão da espécie, 

dificultando seu controle (Figueiredo e Fonseca, 1966).  

O crescimento das larvas até a fase de pupa depende da temperatura da água, 

disponibilidade de alimento e densidade populacional no local de postura (Consoli e Lourenço-

de-Oliveira, 1994). Após os quatro estágios, a larva se transforma em pupa e passa pela 

metamorfose para se tornar um adulto (Consoli & Oliveira, 1994; Forattine, 2002). O Ae. aegypti 

é um mosquito escuro com listras brancas pelo corpo e um desenho em forma de lira no dorso 

que pode ser visto a olho nu. As listras brancas alternam com listras escuras na região posterior 

da cabeça e nos segmentos abdominais. As patas apresentam anéis brancos contrastando com sua 

cor escura (Gadelha & Toda, 1985; Rey, 2001), como ilustrado na Figura 3. 

 

Figura 3 - Ciclo de vida do mosquito Ae. aegypti. Fonte: https://www.tuasaude.com/ciclo-de-vida-
do-aedes-aegypti/ (acessado em 06/06/23). 

 

 

O mosquito adulto vive em média 30 dias e a fêmea pode colocar entre 50 e 200 ovos por 

vez (Gadelha & Toda, 1985). Ela copula apenas uma vez e armazena os espermatozoides em sua 

espermateca para fertilizar os ovos ao longo de sua vida (Consoli & Oliveira, 1994). Tanto os 

machos quanto as fêmeas de A. aegypti se alimentam de soluções açucaradas ou outras 

substâncias, incluindo néctar das plantas, como fonte de nutrientes. O acúmulo dos metabólitos 

como glicogênio e triglicérides são determinantes para a produção de energia e longevidade 

(Nayar & Sauerman, 1973).  

No entanto, as fêmeas precisam das proteínas presentes no sangue do hospedeiro para a 

maturação dos ovos. A digestão do sangue fornece os aminoácidos necessários para o 

desenvolvimento dos oocistos nos ovários (Clements, 2000). A alimentação de sangue ocorre 

principalmente durante o dia, nas primeiras horas da manhã e no final da tarde (Eiras, 2005; 

https://www.tuasaude.com/ciclo-de-vida-do-aedes-aegypti/
https://www.tuasaude.com/ciclo-de-vida-do-aedes-aegypti/
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Ministério da Saúde, 2007). A maioria dos vertebrados, incluindo humanos, servem como fonte 

de sangue para as fêmeas de A. aegypti (Eiras, 2005).  

O intervalo médio entre a alimentação de sangue e a postura é de três dias em condições 

adequadas de temperatura (25ºC) e umidade relativa (75%) (Eiras, 2005). Se a fêmea for 

perturbada durante a alimentação de sangue, ela foge e ataca outro hospedeiro até ficar 

completamente saciada. Ela pode ingerir até quatro vezes o seu próprio peso em sangue em 

poucos minutos para adquirir a proteína necessária para produzir ovos (Clements, 2000). Isso 

tem implicações epidemiológicas, pois uma fêmea infectada com o vírus da dengue ou da febre 

amarela pode disseminar os patógenos ao se alimentar de vários hospedeiros (Eiras, 2005). 

 

2.2 Digestão do sangue  
 

 

Devido às suas necessidades fisiológicas, os insetos hematófagos consomem grandes 

quantidades de sangue em uma única refeição. O sangue é rico em proteínas como hemoglobina, 

albumina e imunoglobulinas e o processo de digestão do sangue libera peptídeos, aminoácidos e 

o grupo heme no lúmen intestinal desses insetos (Horn et al., 2009). Esses metabólitos são 

aproveitados em processos anabólicos de mosquitos, como vitelogênese e postura de ovos 

(Raikhel et al., 1992). O sangue ingerido é armazenado no intestino médio posterior, onde as 

proteínas são digeridas em aminoácidos (Horn et al., 2009).  

A lise dos glóbulos vermelhos, contendo hemoglobina (a principal proteína do sangue), 

é o primeiro passo na digestão (Horn et al., 2009).  A digestão em insetos é mediada por enzimas 

proteolíticas e ocorre no canal digestivo, que é divido em três regiões:  o intestino anterior, 

intestino médio e intestino posterior (Consoli e Lourenço-de-Oliveira, 1994), como ilustrado na 

Figura 4. 

i. O intestino anterior, desempenha um papel crucial na ingestão, transporte e 

armazenamento de alimentos; 

ii. O intestino médio, é responsável pela síntese de enzimas e componentes da matriz 

peritrófica (MP), bem como a digestão e absorção de nutrientes; 

iii. E por fim o intestino posterior, controla a composição da hemolinfa e é responsável pela 

expulsão e eliminação do conteúdo não digerido do intestino médio e dos túbulos de 

Malpighi. 
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Figura 4 - Representação esquemática do trato intestinal de insetos. Fonte: Da Silva Neto et al., 
2013. 

 

As peptidases, incluindo tripsina, desempenham papéis importantes no desenvolvimento de 

insetos, incluindo digestão de nutrientes, oogênese, metamorfose e defesa (Terra e Ferreira, 

1994; Borowsky e Mahmood, 1995; Nakajima et al., 1997). 

A indução da biossíntese de tripsina nas células epiteliais do intestino médio é um 

processo de duas etapas envolvendo a sua produção imediata e tardia.  

A primeira etapa, estimulada por proteínas solúveis logo após a alimentação, envolve a 

tradução de transcritos de mRNA armazenados em células epiteliais para produzir "tripsina 

precoce" (tripsina imediata) (Borovsky et al., 1988; Borovsky et al., 1995). A segunda fase ocorre 

aproximadamente 7 a 9 horas após a alimentação e é ativada por um peptídeo digestivo imediato 

desencadeado por tripsina, que estimula a síntese de novos transcritos de mRNA para "tripsina 

tardia", otimizando assim a digestão (Felix & Freyvogel,1991; Noriega & Wells, 1999). 

As ações das aminopeptidases, carboxipeptidase A e carboxipeptidase B, são estimuladas 

pela ingestão de sangue e são mais ativas durante o pico de proteólise da tripsina dentro de 20 a 

24 horas após sua ingestão pela fêmea do mosquito Aedes aegypti (Noriega et al., 1996; Noriega 

et al., 2002).  

As fêmeas são capazes de ingerir grandes quantidades de sangue e passar pelo menos 36 

horas convertendo os aminoácidos para a produção de ovos. O hábito do repasto de sangue dos 

mosquitos não só fornece proteínas sanguíneas e nutrientes essenciais para a oviposição e saúde 

reprodutiva, mas também permite que patógenos se estabeleçam e se transmitam aos humanos 

através de hospedeiros artrópodes (Clements et al., 1992; Chaves et al., 2010). 

Assim, tanto o comportamento de alimentação de sangue, quanto a preferência por 

refeição de sangue do hospedeiro são críticos, pois o aumento das taxas de oclusão leva ao 

aumento da capacidade do vetor e, portanto, os vetores são mais propensos a adquirir e 

transmitir patógenos (Utrilla et al., 2021). 
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2.3 Microbiota intestinal de culicídeos  

 

 

Nos culicídeos, as principais estruturas colonizadas por bactérias são o lúmen e meio 

intracelular do intestino médio (Douglas, 2011), embora outras estruturas como divertículos 

(Gusmão et al., 2007), glândulas salivares (Sharma et al., 2014), túbulos de Malpighi e ovários 

(Gusmão et al., 2010) também podem abrigar esses microrganismos. Bactérias associadas ao 

intestino de várias espécies de mosquitos têm sido extensivamente estudadas em populações 

selvagens e criadas em laboratório (Desiely et al., 2010).  

Pesquisas recentes sugerem que essas bactérias parecem estimular o sistema imunológico 

dos mosquitos e indiretamente aumentar a proteção contra parasitas (Dong et al., 2009; 

Rodrigues et al., 2010). O sistema imunológico inato do mosquito está envolvido principalmente 

na defesa contra microrganismos, incluindo o controle da microbiota natural do mosquito, que 

também afeta a suscetibilidade do mosquito a patógenos como a malária, e é responsável por 

fornecer níveis básicos de ativação das vias de sinalização imune (Xi et al., 2008). 

A microbiota residente no intestino do mosquito afeta os principais processos físicos 

associados à transmissão de patógenos (Guégan et al., 2018; Pike et al., 2017). Estudos 

observaram que a microbiota intestinal reduz significativamente a replicação do DENV em 

vetores (Xi et al., 2008; Ramirez et al., 2014), enquanto a depleção com antibióticos torna os 

mosquitos mais susceptíveis à infecção (Xi et al., 2008).  

Os simbiontes mais abundantes são do gênero Wolbachia, que é transmitida verticalmente 

e está presente em cerca de 60% dos insetos (Oliveira et al., 2015). Estirpes específicas de 

Wolbachia reduzem a taxa de sobrevivência de moscas-das-frutas e previnem a infecção por vírus 

de RNA, possuindo um papel importante no controle de arbovírus como a dengue (Min e Benzer, 

1997; Hedges et al., 2008; Teixeira et al., 2008).  

            Estudos mostram que, ao reduzir a diversidade de bactérias intestinais, os mosquitos se 

tornam mais susceptíveis à infecção, algumas bactérias específicas têm sido associadas a um efeito 

direto na competência vetorial. Por exemplo, Enterobacter sp. (Esp_Z) em Anopheles gambie e 

Chromobacterium (Csp_P) em Ae. aegypti reduzem significativamente a suscetibilidade às 

infecções de Plasmodium falciparum e DENV, respectivamente (Cirimotich et al., 2011; Ramirez 

et al., 2014).  

A diferença mais marcante entre machos e fêmeas é o suprimento de sangue, que por si 

só é um fator que altera as comunidades bacterianas presentes no intestino. Após a alimentação 
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sanguínea (ABF), a microbiota intestinal do mosquito sofre alterações como diminuição da 

diversidade e aumento da abundância relativa de algumas famílias, como Enterobactericea em 

An. gambiae (Wang et al.,2011; Coon et al., 2014). Essa dinâmica ocorre devido à síntese da 

matriz peritrófica (MP), que confina famílias bacterianas específicas no espaço peritrófico devido 

a afinidade dessas bactérias com a MP ou até mesmo com as células epiteliais do intestino. Nos 

dias seguintes à alimentação, a MP é eliminada dos insetos, levando consigo a maior parte das 

bactérias que originaram essa diversidade do ambiente intestinal (Rodgers et al.,2017).  

As propriedades fisiológicas e bioquímicas dos sistemas digestivos de diferentes espécies 

de insetos, como condições de pH, potencial redox e enzimas digestivas, têm o potencial de 

influenciar a composição das comunidades microbianas intestinais (Dillon e Dillon, 2004).  

Outros fatores, como a ecologia, distribuição geográfica, habitat, criadouro e hospedeiro 

preferido do mosquito, também são capazes de afetar a comunidade microbiana intestinal, pois 

determinam a distribuição dos nutrientes disponíveis e presença de bactérias no lúmen intestinal 

do mosquito em condições naturais (Minard et al., 2013).  

Foi demonstrado que a fonte de refeição sanguínea tem um efeito significativo na diversidade 

microbiana no intestino do artrópode (Kozlova et al., 2021). Muturi e colaboradoes et al. (2021) 

observaram diferenças significativas na diversidade alfa (índice de Shannon) da microbiota 

intestinal dos mosquitos Aedes frente a diferentes fontes de alimentação, como ilustrado na 

Tabela 1. 
Tabela 1 - Características básicas dos grupos de microrganismos intestinais de Ae. aegypti com 
base em sequências metagenômicas 16S (N = números). Fonte: Sarma et al., 2022. 
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2.4 Aedes aegypti e a transmissão de arboviroses 

 

 

O Aedes aegypti desempenha um papel crucial na transmissão de arboviroses, que são 

doenças virais transmitidas por artrópodes que representam questões importantes de saúde 

pública. Essas arboviroses são causadas por vírus da família Flaviviridae e gênero Flavivirus, 

como: Dengue (DENV) (Viana et al., 2013), Zika vírus (ZIKV) (Zanluca et al., 2015) e febre 

amarela (YFV) (Monath, 2001). Outro importante vírus transmitido por Ae. Aegypti é o 

Chikungunya (CHIKV) (Lounibos et al., 2016), que pertence à família Togaviridae. Ambas as 

famílias possuem genoma de RNA de cadeia simples positiva. A forma mais comum de 

transmissão do vírus é através da picada do mosquito Ae.aegypti. 

O ciclo de transmissão ocorre quando o mosquito ingere sangue contendo o vírus logo 

após picar uma pessoa infectada. Para que se tenha uma infecção persistente em insetos, os 

vírus precisam interagir com tecidos e realizar processos fisiológicos contra a defesa contra 

patógenos (Araújo et al., 2012). Quando esses processos são burlados, a infecção tem alta 

probabilidade de ocorrer. Primeiro, o vírus começa a se replicar no epitélio do intestino médio 

(Cherry & Perrimon, 2004).  

O sistema imunológico do mosquito desempenha um papel crucial neste processo, 

consistindo em respostas celulares e humorais que interagem para o controle da infecção 

(Schmid-Hempel, 2005), agindo diretamente na relação entre o próprio mosquito e o patógeno 

que ele transmite. Um dos aspectos mais analisados é a existência de obstáculos teciduais no 

vetor que o vírus precisa vencer para ser transmitido a um novo hospedeiro. 

 Esses obstáculos englobam a barreira de infecção do intestino médio, a barreira de fuga 

do intestino médio, a barreira de infecção das glândulas salivares e a barreira de fuga das 

glândulas salivares. Para ser bem-sucedido, o vírus deve ultrapassar a barreira de infecção do 

intestino médio (MIB), possuindo mecanismos para penetrar nas células epiteliais e se replicar. 

Posteriormente, ele deve vencer a barreira de escape intestinal (MEB), na qual o vírus deve ser 

capaz de atravessar a camada basal que envolve o epitélio intestinal para infectar e replicar nos 

tecidos adjacentes. Similarmente, o vírus deve ultrapassar as barreiras das glândulas salivares 

(TB), pela qual o arbovírus deve passar para infectar, replicar na glândula salivar, invadir o lúmen 

da glândula salivar e finalmente ser transmitido (Carpenter e Clem,2023) conforme mostrado na 

Figura 5.  
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Figura -5 Caminho do vírus a ser percorrido para infectar o mosquito Aedes aegypti. 
Crédito da foto: Biorender.com, Fonte: Carpenter e Clem, 2023. 
 

 

A ocorrência de arboviroses é determinada por vários fatores, incluindo a capacidade 

vetorial (CV), que é o componente entomológico responsável pela taxa de reprodução básica da 

infecção viral (Garret-Jones, 1964). Essa taxa representa o número médio de novos casos gerados 

a partir de um único caso ao longo do tempo. A CV reflete a habilidade de uma população de 

vetores em transmitir um patógeno específico para uma população de hospedeiros suscetíveis 

(Klempner et al., 2007). Originalmente, o termo foi usado para descrever o número de infecções 

por Plasmodium que uma população de anofelinos pode espalhar em uma população humana 

suscetível em um determinado período de tempo e espaço (Garret-Jones, 1964). Mais 

recentemente, o termo também tem sido utilizado da mesma forma para arbovírus e seus vetores 

(Anderson e Rico-Hesse, 2006).  

 

2.5 Aedes aegypti e a necessidade de controle vetorial 

 

 

A dengue é uma doença infecciosa causada pelo vírus dengue (DENV) e transmitida por 

mosquitos do gênero Aedes, como o Aedes aegypti e o Aedes albopictus. É considerada uma 

doença tropical negligenciada e tem grande impacto global, pois cerca de 3,9 bilhões de pessoas 

estão em risco de contrair a doença (Brady et al., 2012). Mais de 100 países são endêmicos para 

a dengue, com cerca de 390 milhões de casos registrados anualmente em todo o mundo (Bhatt et 

al., 2013).  
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O controle da transmissão da dengue é baseado na eliminação do mosquito vetor. Isso é 

feito principalmente através do uso de larvicidas e inseticidas (Kantor, 2016). No entanto, essa 

prática pode levar ao surgimento de mosquitos resistentes aos inseticidas, tornando necessário o 

uso de outras estratégias de controle.  

Uma dessas estratégias é o controle biológico com a bactéria Wolbachia. Essa bactéria 

intracelular é capaz de bloquear a transmissão da dengue (Aliota et al., 2016). Ela é microinjetada 

em embriões de Ae. aegypti e, uma vez estabelecida, é transmitida para as próximas gerações 

(Ormaetxe et al., 2011). Outra opção é o controle genético, que envolve a criação de mosquitos 

geneticamente modificados para reduzir sua população. Isso pode ser feito através da 

esterilização de machos ou desenvolvendo mosquitos que são resistentes ao parasita (Alphey et 

al., 2013). 

Em 2015, além dos cerca de 1,5 milhões de casos notificados de dengue e 17,5 mil de 

febre chikungunya, o vírus zika (ZIKV) também foi introduzido no país (SVS, 2015). A febre 

zika tem muitas semelhanças com a dengue, mas ganhou destaque na saúde pública devido às 

evidências de sua atuação no sistema nervoso (Calvet et al., 2016). 

 Análises das cepas do vírus isoladas no Brasil mostraram que o ZIKV pode atravessar a 

placenta e causar microcefalia ao infectar células progenitoras do córtex e induzir a morte celular 

por apoptose e autofagia. Isso prejudica o neurodesenvolvimento do embrião em camundongos 

(Cugola et al., 2016). Análises dos genomas do vírus zika coletados durante o surto de 2015 

mostraram que a introdução do vírus no Brasil ocorreu através das ilhas do Pacífico, onde foram 

relatadas epidemias entre 2013 e 2014 (Faria et al., 2016; Musso et al., 2014).  

Desde o primeiro caso confirmado no Brasil em março de 2015 (Zanluca et al., 2015), 

outros países da América Latina e Central começaram a confirmar os primeiros casos da doença 

em seus territórios (Paho, 2016). Em menos de um ano, o vírus zika se espalhou por todo o 

continente de forma mais agressiva do que a dengue e a Chikungunya 

. De acordo com o boletim epidemiológico mais recente, em 2022 já foram confirmados 

no Brasil 1.450.270 casos de dengue, 174.517 de febre Chikungunya e 9.204 de febre pelo vírus 

zika (SVS, 2022), como ilustrado na Figura 6. 
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Figura 6 - Distribuição dos exames positivos para DENV, CHIKV e ZIKV, por 
município de residência no Brasil. Fonte: Sistema GAL-Nacional, atualizado em 

20/2/2022. 

 

 

As consequências frequentes dessas arboviroses no país afetam a economia, devido aos 

custos envolvidos no controle da transmissão e no atendimento aos pacientes infectados (Martelli 

et al., 2015); a sociedade, ao causar altas taxas de morbidade e mortalidade na população (Gubler, 

2002); e o meio ambiente, pelo uso de químicos no controle vetorial (David et al., 2013). Todas 

essas evidências enfatizam a necessidade de novas medidas para conter a disseminação dessas 

doenças através do controle dos vetores. 

 

2.6 Determinantes da competência vetorial  
 

 

Espécies vetores adaptados a ambientes antropogênicos conseguem ser disseminados pela 

mobilidade e comércio humanos, e assim se tornam graves ameaças para a saúde pública 

(Lounibos, 2002). Os humanos têm sido essencialmente eficazes na disseminação de mosquitos 

em distâncias intercontinentais, como evidenciado pela entrada do vetor da malária Anopheles 

arabiensis da África Ocidental no Brasil na década de 1930 e a disseminação cosmopolita dos 

vetores de doença Aedes albopictus e Culex quinquefasciatus (Lounibos, 2002).  

O Ae. aegypti doméstico é capaz de ingerir sangue frequentemente devido ao seu ciclo 

gonotrófico, que eleva o seu potencial como vetor de arbovírus (Gubler & Duane, 1998). Desta 

forma, existe uma vetorização de arbovírus em ciclos humanos-mosquitos na falta de 
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reservatórios zoonóticos (Gubler& Duane,1998). As grandes manifestações de doenças 

propagadas por mosquitos são influenciadas por dois fatores: 

i) os intrínsecos (como a genética vetorial, competência do vetor e do hospedeiro e 

traçados histórico de vida do vetor); 

ii)  os extrínsecos (temperatura, precipitação e urbanização do ambiente).  

Estes fatores possuem impacto na atividade dos vírus e na biologia dos mosquitos, através 

de interações complexas e interconectadas entre eles (Kramer et al., 2015). Dentre o leque de 

fatores extrínsecos que potencialmente afetam a resistência do mosquito, a temperatura 

desempenha um papel central (Delatte et al., 2009; Padmanabha et al., 2012; Carrington et al., 

2013). Os mosquitos são ectotérmicos e a temperatura ambiental afeta profundamente diversas 

facetas da fisiologia do mosquito e sua história de vida (Adamo et al., 2011; Carrington et al., 

2013b).  

Há evidências abundantes de que pequenas alterações na temperatura ambiente podem 

moldar significativamente resistência e virulência (Murdock et al., 2012). Da mesma maneira, as 

taxas de desenvolvimento de alguns patógenos transmitidos por mosquitos, tais como Dengue 

(Lambrechts et al., 2011; Carrington et al., 2013a), Nilo Ocidental (Kilpatrick et al., 2008) e 

Malária (Mordecai et al., 2013) são influenciados fortemente pela temperatura. 

 Tesla et al. (2018) demonstraram que a competência vetorial tem uma relação unimodal 

com a temperatura, com um ótimo estimado em 30,6°C e um mínimo e máximo térmicos 

estimados de 22,9°C e 38,4°C. A infecciosidade do ZIKV foi limitada por diferentes mecanismos 

no mínimo e no máximo térmico. 

Temperaturas baixas limitaram a fuga e a disseminação no intestino médio, resultando em 

uma proporção menor da população de mosquitos infecciosos. Temperaturas mais altas foram 

muito permissivas para a infecção pelo ZIKV, resultando em 95% e 100% de infecção entre os 

mosquitos sobreviventes a 36°C e 38°C, respectivamente (Tesla et al.,2018). 

Na figura observa-se três momentos distintos do estabelecimento da infecção por Zika 

em mosquito Ae. Aegypti: primeiro, a probabilidade dos mosquitos se infectarem; segundo a 

probabilidade de as partículas virais alcançarem a hemolinfa e se espalharem para os órgãos 

secundários; e terceiro, quando essas partículas chegam à glândula salivar tornando o mosquito 

infeccioso. Em baixas temperaturas houve uma diminuição nos três processos e em temperaturas 

altas no intervalo de 24 a 34oC houve uma maximização desses processos (Tesla et al.,2018) 

(Figura 1), que volta a reduzir em temperaturas acima de 36 oC. 
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Figura 1 - Efeito da temperatura na proporção de mosquitos infectados, com infecções 
disseminadas e infecciosas. Fonte: Tesla et al., 2018. 
 

 

 

No estudo de Ferreira et al. (2020) (Figura ) , demonstram que há, um aumento no número 

de copias virais encontrados por intestino de mosquito, após a infeção nas temperaturas de 28 e 

36°C. Contrariamente, na temperatura de 20°C não há aumento no número de copias virais, o 

que indica que em temperaturas maiores há uma maior multiplicação viral. 

 

Figura 2 - Quantificação do RNA do ZIKV em mosquitos Aedes aegypti infectados abrigados a 
20, 28 e 36°C em dois momentos, 24 e 48 h. Fonte: Ferreira et al.,2020. 

 

  

Há diversos indícios que a temperatura impacta na modulação de importantes vias de 

resposta imune, tais como melanização (Murdock et al., 2012), RNA de interferência (RNAi) 

(Adelman et al., 2013), fagocitose (Murdock et al., 2012), via da imunodeficiência (IMD) 

(Muturi et al., 2012) e resposta proporcionada por receptores do tipo Toll (Muturi et al., 2012). 

Porém existem algumas incógnitas sobre como a temperatura modula essas respostas.    

Esse efeito da temperatura sobre a transmissão do patógeno pode ter contribuído com a 

recente emergência do Zika nas Américas em 2015. Neste período, o El Niño criou condições 

climáticas excepcionais durante o inverno (Paz e Semenza, 2016). Segundo a Administração 
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Nacional Oceânica e Atmosférica dos EUA, temperaturas mais altas foram registradas no norte 

e leste da América do Sul, acompanhadas por uma seca intensa, durante o segundo semestre de 

2015 (National Oceanic and Atmospheric Administration. Global analysis - annual 2015). A 

rápida disseminação do vírus Zika pode ter acontecido pelas condições extremas que podem ser 

uma manifestação da mudança climática. 

 

3 OBJETIVO 

 

 

3.1 Objetivo geral 
 

 

O objetivo geral deste trabalho é analisar o impacto das bactérias intestinais sobre a retenção 

de sangue no intestino médio de Aedes aegypti e a respostas dos transcritos envolvido no 

processo de digestão do inseto em diferentes temperaturas. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 

• Avaliar os efeitos da temperatura na proliferação das bactérias intestinais após a refeição 

de sangue; 

•  Analisar as atividades enzimáticas e expressão gênica de genes associados a resposta 

metabólica em diferentes temperaturas na presença do bacterioma íntegro e modificado 

por antibiótico. 

 

 

4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1 Declaração de ética. 

 

A aprovação para o uso de camundongos (Mus musculus) na alimentação de mosquitos 

foi obtida do Comitê de Ética da Universidade Federal de Viçosa (número de referência 21/2023). 

 

4.2 Criação dos mosquitos  
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Mosquitos Aedes aegypti (linhagem PPCampos - Campos dos Goytacazes) foram criados 

e mantidos em condições controladas temperatura (25 ± 2 °C), umidade relativa (60 ± 2%), e 

fotoperíodo 12 h:12 h (luz:escuro) (Percival Scientific) no insetário do Departamento de Biologia 

Geral da Universidade Federal de Viçosa. Os ovos foram eclodidos em bandejas contendo água 

declorada e uma vez emergidas, as larvas foram alimentadas com ração de tartaruga (ReptoLife). 

As pupas foram transferidas para as gaiolas previamente higenizadas com álcool 70% e uma 

solução de sacarose 10% foi fornecida and libitum para os adultos emergentes. A produção de 

ovos foi estimulada depois de uma refeição de sangue em camundongos anestesiados 0,8 mL 

(2%) de xilazina e 0,2 mL (10%) de cetamina com a finalidade de manter a colônia. 

 

 

4.3 Tratamento com antibiótico e alimentação dos mosquitos 

 

 

Estoques de soluções dos antibióticos ampicilina (Sigma®, A0166), enrofloxacina 

(Sigma®,17849) e tetraciclina (Sigma®, T3258) foram preparados a uma concentração de 10 

mg/mL e armazenados a -20°C até o uso. 

Durante os experimentos, os mosquitos recém emergidos foram mantidos em fotoperíodo 

controlado 12 h:12 h (luz:escuro) (Percival Scientific) a 28°C e alimentados com 6 mL de solução 

fresca e estéril de sacarose 10% misturada com o coquetel de antibióticos: ampicilina, tetraciclina 

e enrofloxacina (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo) na concentração de 300 μg/mL. Os 

mosquitos do grupo controle receberam solução de sacarose 10% estéril sem o coquetel de 

antibióticos. Ambos os grupos foram submetidos a essa refeição por 48 horas. 

Após as 48 horas da refeição com e sem o coquetel de antibióticos, os mosquitos com 3-

4 dias de idade, foram privados de alimentação por seis horas, e imobilizados com CO₂. Duzentos 

e quarenta fêmeas foram isoladas em banho de gelo e colocadas em gaiolas apropriadas. Seis 

camundongos (Mus musculus) anestesiados foram expostos às fêmeas. O repasto de sangue deu-

se por 30 minutos.  

Após a alimentação, quarenta mosquitos ingurgitados foram randomicamente dispostos 

em seis gaiolas e distribuídos em três temperaturas (20, 28 e 36ºC) sob condições de fotoperíodo 

controlados 12 h:12 h (luz:escuro) (Percival Scientific). A solução de sacarose 10% foi fornecida 

aos mosquitos no decorrer de toda etapa experimental (48 horas). Três réplicas biológicas foram 

realizadas.  
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4.4 Mensuração da taxa de digestão 

 

 

 A quantificação de proteínas totais foi avaliada utilizando o método de Bradford (1976). 

Para isso, os mosquitos foram expostos a dissecação sob um microscópio estereoscópico, 

utilizando uma lâmina de vidro e cavidade dupla contendo tampão fosfato salino (0,1 M pH 7,4) 

(PBS) estéril. Quinze intestinos médio foram dissecados 24 e 48 horas depois do repasto de 

sangue e transferidos para um tubo de 1,5 mL contendo 35 µL de PBS. O     conteúdo do tubo foi 

homogeneizado com um pistilo e centrifugado a 8 000 x g por 5 minutos. O teste foi realizado 

incubando 3 µL do sobrenadante com 140 µL de reagente de Bradford (1 X) por dez minutos a 

temperatura ambiente. A absorbância foi mensurada a 595 nm em leitor de microplaca (Molecular 

Devices/VersaMax). A albumina de soro bovino (BSA) foi usada como padrão para construção 

de uma curva padrão com concentrações de 0, 0,2 ,0,4 ,0,6, 0,8 e 1 g/L. 

Visando uma avaliação mais detalhada, as taxas de proteínas específicas, albumina e 

tripsina, foram determinadas em cada temperatura. A mensuração da albumina foi realizada 

através do kit Albumina monoreagente (Bioclin, K040), que tem como princípio de ação o verde 

de bromocresol. Para isso, foi utilizado o sobrenadante preparado como descrito para a 

mensuração de proteínas totais. O teste foi realizado incubando 5 µL do sobrenadante com 500 

µL de verde de bromocresol por dez minutos a temperatura ambiente. A absorbância foi 

mensurada a 630 nm em leitor de microplaca (Molecular Devices/VersaMax). A curva de 

calibração foi construída com concentrações de albumina de 0, 4,75, 9,5, 19,0 e 38,0 g/L). Os 

resultados foram expressos em g/dL.  

A atividade da tripsina foi determinada utilizando N-alfa-benzoil-DL-arginina-p-

nitroanilida (BApNA) como substrato na concentração final de 0,36 mM em tampão Tris-HCl 

0,1 M e CaCl₂ 20 mM (pH 8,0). O teste foi realizado incubando 20 µL do sobrenadante com 50 

µL de Tris–HCl 0,1 M e CaCl₂ 20 mM (pH 8,0) e 30 µL de BApNA 1,2 mM por 10 minutos a 

25°C. Após a p-nitroanilina ser formada, a mensuração foi realizada a 410 nm em leitor de 

microplaca (Molecular Devices/VersaMax).  

Dois controles foram preparados, um deles substituindo a amostra e outro a enzima por 

tampão Tris–HCl 0,1 M e CaCl₂ 20 mM (pH 8,0). Uma unidade de atividade enzimática (U) foi 

definida como a quantidade de enzima capaz de hidrolisar 1 µmol de BApNA por minuto sob 

parâmetros determinados, usando um coeficiente molar de 8,800 M ̄ ¹ cm ̄ ¹.  

Todos os testes foram conduzidos em triplicata, em três experimentos independentes.  
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4.5 Extração de DNA genômico total e quantificação da carga bacteriana por qPCR 

 

 

Para determinar o número de cópias de DNA genômico bacteriano total das amostras nas 

diferentes temperaturas, o DNA genômico total foi extraído de 30 intestinos dissecados 24 h após 

a ingestão de sangue usando o Kit GenElute Bacterial Genomic - DNA SIGMA® (NA2110-

1KT), seguindo as recomendações do fabricante. A pureza e a concentração das amostras foram 

determinadas pela leitura em Nanodrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific®) e as 

amostras foram armazenadas a -20ºC até análises posteriores. 

Para a quantificação da carga bacteriana empregou-se a técnica de Reação em Cadeia da 

Polimerase Quantitativa em Tempo Real (qPCR). A detecção foi realizada pelo sistema SYBR 

Green Master Mix (Promega®), utilizando o DNA genômico total para amplificar a região gênica 

bacteriana de interesse. As reações foram realizadas seguindo o protocolo do kit GoTaq® qPCR 

(Promega®) para volume final de reação de 10 µL. Os componentes da reação incluíram: 5 µL 

de GoTaq qPCR (2X), 1,0 µL (2 mM) do par de primer 16S (R: 

GACTACHVGGGTATCTAATCC e F: CCTACGGGNGGCWGCAG) (KLINDWORTH et 

al.,2013), 0,2 µL de CXR Dye (0,015 mM), 1,3 µL de água livre de nuclease e 2,5 µL de DNA 

genômico (concentrações variadas).  

O programa da qPCR consistiu nas seguintes etapas: amplificação a 95°C por 10 minutos, 

seguido de 40 ciclos a 95°C por 30 segundos e 60°C por 1 minuto. Para a curva de dissociação, 

as amostras foram submetidas à desnaturação gradual com aumento de 1°C a partir de 60°C até 

95°C. Todas as reações foram feitas em duplicatas e duas réplicas biológicas.  

O cálculo do número de cópias do DNA genômico bacteriano foi realizado pelo método 

da curva padrão absoluta. Neste método, as quantidades absolutas dos padrões devem ser 

conhecidas inicialmente por métodos independentes. Para isso, em um tubo de ensaio estéril a 

bateria E.coli (ATCC 35218) foi inoculada em 5 mL de meio de cultura Luria Bertani (LB) e esse 

inóculo foi deixado overnight por 16h a 37°C sob agitação de 180 rpm. Uma alíquota de 20 μL 

foi transferida para uma placa de 96 poços contendo 180 µL de PBS estéril e o conteúdo foi 

homogeneizado com pipeta e diluído em série (10 ̄ ¹ a 10 ̄ ⁸). Uma alíquota de 10 μL das diluições 

foram transferidas para placa de petri contendo      LB sólido e incubadas a 37°C por 16h. As 

colônias bacterianas foram contadas e registradas como unidades formadoras de colônias 

(UFC/mL).  

Para a extração do DNA genômico bacteriano uma alíquota de 1,5 mL foi transferida para 

um eppendorf e centrifugado 12000 x g por 2 minutos, a extração prossegui com Kit GenElute 
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Bacterial Genomic - DNA SIGMA® (NA2110-1KT), seguindo as instruções do fabricante. A 

pureza e a concentração das amostras foram determinadas pela leitura em Nanodrop Lite 

Spectrophotometer (Thermo Scientific®) e as amostras foram armazenadas a -20ºC. A curva 

padrão absoluta foi construída por diluição seriada do DNA genômico bacteriano de E.coli, 

iniciando em 3,6 ng/μL e finalizando em 0,00023 ng/μL com um fator de diluição de 1/5. O 

experimento foi feito em duplicata e em duas metodologias independentes.  

 

 

4.6 Extração do RNA e quantificação dos transcritos envolvidos na digestão de sangue    
 

 

Para avaliar as alterações na expressão gênica dos transcritos envolvidos no mecanismo 

de digestão do sangue frente a microbiota íntegra e reduzida dos mosquitos expostos a diferentes 

temperaturas, foi isolado o RNA total de 20 intestinos dissecados 24 h após a ingestão de sangue 

usando RNeasy Mini Kit (QIAGEN®), conforme instruções do fabricante. A qualidade do RNA 

total foi avaliada pela integridade das bandas do RNA ribossômico em gel de agarose 1% 

(Sambrook e Russell, 2001). A pureza e a concentração das amostras foram determinadas por 

leituras em Nanodrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific®). Para eliminação de DNA 

contaminante, foi adicionado ao RNA total 1 U/µL de DNAse-RNAse Free (Promega®) e a 

qPCR foi  realizada no cDNA sintetizado (High- Capacity cDNA Reverse Trancription Kit - 

Applied Biosystems®), seguindo as orientações do fabricante.  

Foram utilizados primers específicos para os genes que foram up regulados nos dados de 

transcriptoma relacionados ao processo metabólico do mosquito Ae. aegypti, como apresentado 

na (Tabela 2) (Ferreira et al., 2020). A detecção foi realizada pelo sistema SYBR Green Master 

Mix (Promega®). As reações foram realizadas seguindo o protocolo do kit GoTaq qPCR 

(Promega®) para volume final de reação de 10 µL. Os componentes da reação incluíram: 5 µL 

de GoTaq qPCR (2X), 1,0 µL (2mM) do par de primer, 0,2 µL de CXR Dye (0,015 mM), 2,8 µL 

de água nuclease free e 1,0 µL de cDNA (25 ng/μL).  

As condições de amplificação consistiram nas seguintes etapas: amplificação a 95°C por 

10 minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C por 30 segundos e 60°C por 1 minuto. Para a curva de 

dissociação, as amostras foram submetidas à desnaturação gradual com aumento de 1°C a partir 

de 60°C até 95°C. O cálculo da abundância relativa de cada transcrito foi realizado pelo método 

da curva padrão relativa (Mendes et al., 2013; Souza et al., 2019) e construída por diluição seriada 

de um pool de cDNA iniciando em 50 ng/uL e finalizando em 1,68 ng/μL com um fator de 

diluição de 1/2. Os dados de expressão dos genes em cada amostra foram normalizados em razão 
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dos níveis de expressão do gene constitutivo (S7 rRNA). Todas as reações foram feitas em 

duplicatas nas duas réplicas biológicas. 

 

Tabela 2 - Genes específicos utilizados no experimento de PCR em tempo real. Fonte: 
FERREIRA et al., 2020. 
 

GENE 
ACESSION 

N° 

PRIMER 5’-3’ SIZE 

(pb) FORWARD REVERSE 

Ribosomal protein S7 AAEL009496 ACCGCCGTCTACGATGCCA ATGGTGGTCTGCTGGTTCTT 131 

Trypsin AAEL012852 ACCAGTATGCTACGGGCAAC CCAGGAAACCACTCCGATAA 192 

Phosphoenolpyruvate 

carboxykinase 
AAEL000080 CGGGTACAACTTCGGTGACT CCAATCCATAACTCGGCAGT 169 

Alpha-N-

acetylgalactosaminidase 
AAEL005188 ACATCGACGATTGTTGGTCA CGGGTATCCAGCACAAGTTT 170 

Beta-galactosidase AAEL004582 CCACTCGGATCCCTTGACTA TGATACGGCCTTGATTCTCC 176 

 

 

4.7 Análises estatísticas  
 

 

As análises estatísticas foram realizadas empregando o teste t de Student não pareado 

para comparações entre o grupo tratado e não tratado utilizando o software GraphPad Prism® v. 

7 (GraphPad Software, Inc. La Jolla, California, USA). Todos os testes foram considerados 

estatisticamente significativos quando p -value foi menor que 0,05. 

 

 

5 RESULTADOS  
 

 

5.1 Efeito do sangue na carga bacteriana 

 

 

Foi investigado se a carga bacteriana aumenta em intestinos de mosquitos após 24h do 

repasto de sangue em condições ótimas (28°C). Como mostra a Figura 7A, no tempo de 24h 

(ABF), a carga bacteriana foi menor quando os mosquitos experimentaram uma refeição de 

açúcar em relação àquela encontrada após alimentação de sangue (Figura 7A), porém não foi 

observada diferença significativa entre estes dois grupos experimentais no tempo avaliado (p > 

0,05). 
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Adicionalmente, avaliamos a quantificação da carga bacteriana frente a microbiota 

íntegra e reduzida após 24h (ABF) nas três temperaturas (20,28 e 36°C).  Considerando apenas 

as médias dos  grupos experimentais controle não tratados com antibiótico da Figura 7B, notamos 

que em 28°C  há um aumento do número de copias de DNA genômico bacteriano /ng de DNA 

total (4,175 x 106 ), comparado a 20°C (1,485 x 104) e 36°C (5,59 x 105) Avaliando o grupo 

tratamento da Figura 7B, podemos notar que o fornecimento do coquetel de antibióticos foi 

efetivo, uma vez que, em todos os tratamentos houve diminuição do número de copias do DNA 

genômico bacteriano, com diferenças significativas entre o grupo controle e tratado na 

temperatura de 36°C (p > 0,001). 

  

Figura 7. Número de copias de DNA genômico bacteriano/ng de DNA total em intestinos 
com a carga bacteriana íntegra e reduzida por antibiótico de mosquitos Ae. aegypti nas 
temperaturas de 20, 28 e 36°C por 24 h (ABF). A. Número de copias de DNA genômico 
bacteriano/ng total de DNA após alimentação com açúcar e número de copias de DNA genômico 
bacteriano/ng total de DNA após alimentação com sangue a 28°C. B. Número de copias de DNA 
genômico bacteriano/ng total de DNA após alimentação com sangue a 20, 28 e 36°C. Fonte 
(Autoria própria). 
 

A

 

B

 

5.2 Efeito da redução das bactérias no intestino médio na digestão das proteínas do sangue 

 

 

Para investigar se a redução da carga bactérias no intestino médio nas diferentes 

temperaturas testadas (20, 28 e 36°C) poderia afetar a taxa de digestão do sangue, intestinos de 

mosquitos expostos a cada tratamento nas diferentes temperaturas foram dissecados 24 e 48 horas 

após refeição de sangue e o conteúdo proteico foi determinado (Figura 8). Em 24h após a 

alimentação, o conteúdo proteico dos intestinos do grupo controle foi maior do que o conteúdo 

de proteína total dos grupos com redução de microbiota induzido pelo consumo de antibiótico 
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em 20°C (426,6 ± 292,7 µg/intestino) e 36°C (69,81 ± 45,02 µg/intestino) (Figura 8A). 

Considerando que proteína total inclui as proteínas obtidas do sangue somada as proteínas da 

microbiota do intestino, a redução da carga bacteriana induzida pelo antibiótico pode explicar os 

menores teores de proteína total no grupo tratado para uma mesma temperatura. 

 

Figura 8. Efeito da redução da carga bacteriana e da temperatura na quantificação de 
proteínas totais em mosquitos Ae. aegypti alimentados com sangue após 24 e 48 h (ABF). A. 
Quantificação de proteínas totais 24 h (ABF) B. Quantificação de proteínas totais 48 h (ABF). 
Fonte (Autoria própria). 
  

 

A 

 

B 

  

 

No final da digestão (48h), elevados níveis proteicos (166,2 ± 7,119 µg/intestino) foram 

encontrados no intestino de mosquitos a 20°C (Figura 8B). Em contraste, baixos níveis de 

proteínas foram observados nas demais temperaturas (6,359 ± 0,4322 µg/intestino, 28°C e 6,905 

± 0,3154 µg/intestino, 36°C) (Figura 8 B). O grupo tratado seguiu o mesmo perfil, em 48 h 

(ABF), foram encontrados maiores níveis proteicos na temperatura de 20°C (82,29 ± 7,119) 

comparada a 28°C (3,569 ± 0,4322 µg/intestino) e 36°C (2,827 ± 0,3154 µg/intestino). 

Comparando o grupo controle e tratado na mesma temperatura, houve redução significativa mais 

acentuada em todas as temperaturas.  

O sangue é fluido com alto teor proteico. Albumina, um dos principais constituintes do 

sangue também foi mensurada após repasto sanguíneo como marcador de digestão sanguínea. 

Em conformidade com a quantificação de proteínas totais, no tempo de 24h foi encontrada uma 

correlação negativa entre os níveis de albumina das diferentes temperaturas do grupo controle, 

que variou (150,6 ± 18,3, 77,37 ± 3,629 e 41,43 ± 11,11 µg/intestino) para as temperaturas de 20, 
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28 e 36°C, respectivamente, como ilustrado na Figura 9A. Quando comparado com o tratamento, 

houve aumento significativo nos níveis dosados de albumina para a temperatura de 28°C. 

 

Figura 9. Efeito da redução da carga bacteriana e da temperatura na quantificação de 
albumina sanguínea em mosquitos Ae. aegypti alimentados com sangue após 24 e 48 h 
(ABF). A. Quantificação de albumina 24 h (ABF) B. Quantificação de albumina 48 h (ABF). 
Fonte: (Autoria própria). 
 

A

 

B 

 

 

Após 48 h do repasto de sangue, os grupos tratados com antibiótico, apresentaram um 

nível maior de albumina, com exceção da temperatura de 20°C (76,76 ± 63,68 µg/intestino). 

Nesta temperatura, houve uma redução significativa de albumina (Figura 9B). Em geral, o nível 

de microbiota é menor a 20°C (Figura 7B) provavelmente devido à baixa temperatura que afeta 

a multiplicação das bactérias. Assim ela é menos afetada na presença de sangue, com menor 

alteração entre grupo controle e tratamento. Por outro lado, a microbiota se expande rapidamente 

e auxilia o processo de digestão do sangue em 28 e 36°C (5,760 ± 51,73; 0,5833 ± 34,93 

µg/intestino) respectivamente. Assim, o tratamento com antibiótico nesta temperatura reduz a 

microbiota e consequentemente contribuiu para o aumento de albumina detectada.  

Serino proteases, incluindo tripsinas são responsáveis por uma grande parte da digestão 

de proteínas do sangue em Ae. Aegypti (Dana et al., 2005). Logo, nós executamos ensaios 

enzimáticos com a finalidade de mensurar a atividade da tripsina em intestinos de mosquitos 

frente a microbiota íntegra e reduzida por antibióticos expostos as diferentes temperaturas usando 

o substrato BApNA. Como demonstrado na Figura 10A, os resultados do grupo controle e 

tratamento seguem o mesmo perfil e não demostram nenhuma diferença na atividade enzimática 

nas diferentes temperaturas, sendo de 20°C (10,34± 6,146 mU/intestino); 28°C (27,40 ± 5,056 

mU/intestino); 36°C (32,68 ± 3,921 mU/intestino) no grupo controle e 20°C (10,90 ± 6,146 



33 

 

mU/intestino); 28°C (26,84 ± 5,056 mU/intestino); 36°C (32,12 ± 3,921 mU/intestino) no grupo 

tratamento, depois de 24 h (ABF). 

Figura 10. Efeito da redução da carga bacteriana e da temperatura na atividade de 
tripsina em mosquitos Ae. aegypti alimentados com sangue após 24 e 48 h (ABF). A.  
Atividade enzimática da tripsina 24 h (ABF) (mU/intestino) F. Atividade enzimática da 
tripsina 48 h (ABF) (mU/intestino). Fonte: (Autoria própria) 
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     Como ilustrado na Figura 10B, no grupo tratado, houve um aumento de tripsina tardiamente 

(48h) em 28 e 36°C (6,744 ± 63,28; 7,349 ± 45,23 mU/intestino) respectivamente, comparado 

com o controle sem tratamento de antibióticos. Esses resultados proporcionam uma 

demonstração que a redução da carga bacteriana somada a variação da temperatura afeta a 

velocidade do processo de digestão de sangue quando os mosquitos são mantidos a 28 e 36°C.  

 

 

5.3 Quantificação dos transcritos envolvidos na digestão do sangue  
 

 

Para investigar se a redução da carga bacteriana impacta os transcritos envolvidos no 

mecanismo de digestão, os genes que foram up regulados na análise do trancriptoma intestinal 

de Ae. aegyptis prévio (Ferreira et al.,2020), foram avaliados: tripsina, fosfoenolpiruvato 

carboxiquinase (PEPCK), alfa-N-acetilgalactosaminidase, (ɑ-NaGalase), beta-galactosidase (β-

gal). As expressões dos genes foram quantificadas em cada temperatura (20, 28 e 36°C) após 24 

h (ABF) (Figura 11). Como ilustrado na Figura 11A, a redução da carga bacteriana induziu 

significativamente (p < 0,001) a expressão do gene PEPCK a 36°C. Já o gene α-NaGalase foi 
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induzido significativamente a 20° (p < 0,001) no grupo tratado em relação ao grupo controle 

(Figura 11B).  

A redução da carga bacteriana induziu significativamente (p < 0,001) a expressão do gene 

β-gal em todas as temperaturas (20,28 e 36°C), como demostra a Figura 11C. Em contrapartida, 

a redução da carga bacteriana, diminui significativamente a expressão do gene de tripsina nas 

temperaturas (28 e 36°C), comparado ao grupo controle, na qual, a contagem do transcrito foi 

maior a (28 e 36°C) à 24 h ABF (Figura 11D).  

Figura 11: Abundância dos genes envolvidos no processo de digestão A. Pepck 
(fosfoenolpiruvato carboxiquinase) B. ɑ-NaGalase (Alfa-N-acetilgalactosaminidase) C. β-gal 
(beta-galactosidase) e D. Tripsina de mosquito Ae. aegypti com a carga bacteriana íntegra e 
reduzida por antibióticos nas temperaturas de 20, 28 e 36°C após 24 h (ABF) em relação ao 
controle endógeno r7 ribossomal. Os dados são uma média de duas réplicas experimental 
independentes. Fonte: (Autoria própria). 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

 As bactérias são o componente mais investigado da microbiota associada a culicídeos. 

Diversos fatores podem influenciar substancialmente o microbioma intestinal dos insetos como, 

o pH, a presença de enzimas digestivas e o alimento ingerido pelo hospedeiro (Dillon e Dillon, 

2004). A fonte de alimentação de sangue demonstrou ter impacto significativo na composição e 

diversidade microbiana no intestino dos artrópodes, mas isso mantem-se amplamente 

inexplorado (Kozlova et al., 2021). Em insetos hematófagos, por exemplo, não está claro como 

as refeições de sangue de diferentes espécies de hospedeiros vertebrados e a variação da 

temperatura ambiental, afetam o microbiota do inseto hospedeiro. Esse conhecimento é 

fundamental para entender o impacto da temperatura na fisiologia do mosquito para buscar novas 

perspectivas de controle. 

      Em seu trabalho Gusmão et al. (2010) verificaram que as bactérias intestinais 

apresentavam uma distribuição diferente ao longo do intestino médio do mosquito Ae. aegypti 

ao decorrer das primeiras 24 h após uma refeição de sangue, sendo dominantes na região posterior 

do intestino médio, compartimento onde ocorre a atividade proteolítica. Em outros trabalhos, 

pesquisadores mostraram que as bactérias intestinais de mosquitos crescem em velocidade 

exponencial, expandindo em cerca de 1 000 vezes 48 h após repasto de sangue (Gusmão et al., 

2010), em concordância com o que já foi observado em outras espécies de mosquitos (DeMaioet 

al., 1996). Por isso, quantificamos a carga bacteriana dos mosquitos após uma refeição de 

sacarose 10% e verificamos como nos achados de Gusmão et al. (2010), uma maior proliferação 

da microbiota quando os mosquitos experimentaram uma refeição de sangue 24 h (ABF) em 

28°C, (Figura 7 A). 

     Em nosso trabalho anterior (Ferreira et al., 2020) sobre o estudo do transcriptoma do 

intestino médio do mosquitos Ae.aegypti alojados em diferentes temperaturas (20, 28 e 36°C), 

observamos que a variação da temperatura afeta o processo de digestão do sangue, modulando a 

geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) no intestino médio. Também observamos que 

temperaturas frias (20°C) afetam tanto a expressão dos transcritos envolvidos no processo de 

digestão (Ferreira et al., 2020) quanto a taxa de digestão, retardando esse processo. Esses 

resultados destacaram a complexidade do ambiente intestinal, demonstrando como a variação 

nas condições ambientais influenciam os processos fisiológicos que, por sua vez, afetam a 

competência do vetor. Assim, neste estudo realizamos vários experimentos para testar a 

importância da microbiota nos resultados obtidos quanto a taxa de digestão do sangue e os 

transcritos envolvidos nesse processo em diferentes temperaturas.   
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O sangue é uma refeição nutricionalmente rica, com alto teor de proteína. Uma importante 

função putativa das bactérias do intestino médio seria auxiliar os mosquitos a digerirem essas 

proteínas, contribuindo para a síntese de proteases digestivas (Gaio et al., 2011). Administramos 

oralmente um coquetel de antibióticos para reduzir a microbiota intestinal do mosquito e 

avaliamos seu papel funcional na digestão sanguínea. Quantificamos a carga bacteriana da 

microbiota íntegra e tratada em diferentes temperaturas 20,28 e 36°C (Figura 7B) para validar se 

a redução da carga bacteriana afeta o processo de digestão do sangue.  

Na temperatura de 28°C do grupo controle em 24 h (ABF) há uma maior carga bacteriana 

comparada ao grupo tratamento, isso está de acordo com dados do nosso trabalho anterior, que 

demostrou que a 28°C já se tem um começo de expressão dos genes relacionados a digestão do 

sangue (Ferreira et al., 2020), e consequentemente, devido ao fornecimento de substratos, 

consequentemente aumenta a carga bacteriana. A 36°C, há uma uma diminuição da carga 

bacteriana, provavelmente devido ao metabolismo mais acelerado nessa temperatura e o processo 

de digestão ter ocorrido antecipadamente. 

 Segundo Oliveira et al. (2011), o epitélio intestinal dos Ae. aegypti também possui a 

capacidade de controlar o crescimento da sua microbiota intestinal por meio das espécies reativas 

de oxigênio (ROS). A alimentação com sangue desencadeia uma cascata de eventos que 

controlam negativamente o nível de ROS no intestino, que por sua vez molda a imunidade do 

inseto e a competência vetorial de mosquito a patógenos (Gandara et al., 2011). Após 24 h do 

repasto sanguíneo, inúmeros genes do sistema imunológico são expressos possivelmente para 

tentar reduzir os danos aos tecidos, desencadeados por bactérias presentes no lúmen intestinal 

(Oliveira et al., 2011), então concluímos que na temperatura de 36°C (Figura 7 B), a proliferação 

da microbiota que já estava aumentada, induz a produção de (ROS) e consequentemente culmina 

com adiminuição da carga bacteriana (Oliveira et al., 2011), Contrariamente, a 20°C há um menor 

fornecimento de substratos, devido ao retardo do processo de digestão do sangue (Ferreira et al., 

2020) resultando em uma menor carga bacteriana (Figura 7 B).  

    O sangue é um fluido nutricionalmente rico em que as proteínas representam 20% do 

peso seco. Hemoglobina, albumina e imunoglobulinas compõem 80% do total de proteínas. A 

completa digestão de uma alimentação de sangue é normalmente atingida após 48 h em insetos 

hematófagos em condições de criação insetárias (28°C) (Gaio et al., 2011).  

Quando reduzimos a carga bacteriana intestinal, nós verificamos altos teores de albumina 

nos intestinos de mosquitos mantidos nas temperaturas de (28 e 36°C) por 48 h (Figura 9C). Isso 

mostra que um impacto na microbiota afeta diretamente a concentração de proteínas presentes 

no sangue no intestino do vetor. A redução da carga bacteriana retarda o processo de digestão da 
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albumina em 48 h (ABF), com já demonstrado no trabalho de Gaio et al., (2011), em que a 

redução da carga bacteriana afetou a lise de hemácias e retardou o processo de digestão. Em 

relação aos dados das proteínas totais representado na Figura 8 A e B, o perfil de proteína total é 

o mesmo encontrado em Ferreira et al. (2020), com poucas diferenças significativas em 24 e 48 

h (ABF) entre os controles e tratados (Figura 8 A e B).  

O papel das tripsinas em uma refeição de sangue tem sido bem estudo (Sanders et al., 

2003; Dana et al., 2005; Isoe et al., 2009). Quando os mosquitos são alojados em condições de 

temperaturas mais alta (36°C) e padrão (28°C), foi observada maior atividade da tripsina 24 h 

após a alimentação, enquanto na condição mais fria (20°C) maior atividade foi verificada mais 

tardiamente (Figura 10D).  

Já é bem fundamentado que a ingestão de sangue resulta no aumento do estresse 

oxidativo, consequência do aumento da atividade metabólica no intestino (Souza et al., 1997; 

Kumar et al., 2003; 283 Molina-Cruz et al., 2008; Herrera-Ortiz et al., 2011). Há um impacto  da 

redução da carga bacteriana sobre a atividade de tripsina a 28°C e 36°C (Figura 10A) 

corroborando com os dados de albumina a  28 e 36°C após 48 h ABF (Figura 10B ) Isso sugere 

que a taxa de digestão de sangue são menores, de forma que uma atividade enzimática e o 

processo de digestão do  teor de albumina, ocorrem em momentos tardios, esses estão em 

concordância com a (Figura 11D), uma vez que, a redução da microbiota , impactou a expressão  

do transcrito, reduzindo a expressão do gene de tripsina a 24 h (ABF) nas temperaturas de 28 e 

36°C (Figura 11D). Com esses dados demostramos que a microbiota tem um papel essencial na 

digestão do sangue, uma vez que a redução da carga bacteriana retardou esses processos em 28 

e 36°C.  

Em relação aos outros transcritos (PEPCK, α-NaGalase e β-gal) outros experimentos 

precisam ser feitos com recorte de repasto a 48 h, uma vez que os dados apresentados do controle 

estão em conflitos com os achados de (Ferreira et al., 2020). Em relação ao grupo tratamento, 

notamos que PEPCK (Figura 11A) , uma enzima de gliconeogênese que responde por 3-24 h 

(ABF) (Sanders et al., 2003), apresenta altos  níveis de expressão a 36°C. No mais, β-gal, uma 

protease digestiva necessária para a digestão de constituintes sanguíneos não proteicos (Dana et 

al., 2005) foi altamente induzida nas três temperaturas (Figura 11C) e α-NaGalase, também uma 

protease digestiva, (Dana et al., 2005) foi altamente induzida em 20°C, 24 h ABF (Figura 11B). 
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7 CONCLUSÃO 

 

A redução das bactérias do intestino médio afeta a digestão do sangue, resultando na 

redução da atividade enzimática e proteica (albumina) a 28 e 36°C. Embora seja necessária uma 

investigação mais aprofundada para determinar os mecanismos moleculares precisos desses 

processos, os resultados apresentados aqui indicam que a redução da carga bacteriana aliada a 

variação da temperatura pode afetar a taxa de digestão do sangue, bem como a expressão de 

genes associados a esses processos. 
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