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Resumo 

 

FERNANDES, Kenner Morais, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, março de 2014. 
Caracterização morfológica e da expressão de proteínas no intestino médio de 
Aedes aegypti durante a metamorfose e submetido a diferentes dietas. Orientador: 
Gustavo Ferreira Martins.  
 

 

Ao longo do seu desenvolvimento pós-embrionário, o mosquito Aedes aegypti passa 

parte do seu ciclo de vida no ambiente aquático, sendo que suas larvas se alimentam de 

microrganismos e matéria orgânica em decomposição. Após a metamorfose, os adultos 

alados emergem, e passam a se alimentar de seiva. Para maturação dos ovos, as fêmeas 

de A. aegypti necessitam do repasto sanguíneo. Essa plasticidade quanto ao tipo de 

alimentação só é possível graças às modificações que o intestino médio sofre ao longo 

da metamorfose, permitindo a adaptação do inseto a diferentes dietas dependendo da 

fase do desenvolvimento. Após a ingestão, o sangue é armazenado e digerido no 

intestino médio, que é o primeiro órgão do inseto que diversos vírus, como por 

exemplo, vírus Dengue e da febre amarela, são capazes de infectar o hospedeiro. No 

epitélio do intestino médio de A. aegypti há três tipos celulares: células digestivas 

(responsáveis pela digestão e absorção de nutrientes), regenerativas (células 

indiferenciadas) e enteroendócrinas (secretoras de neuropeptídeos). Durante a 

metamorfose, as células digestivas de A. aegypti são substituídas por novas células 

digestivas adultas através da diferenciação das células regenerativas. No presente 

trabalho aspectos morfológicos e bioquímicos referentes à metamorfose do intestino 

médio foram investigados, incluindo a diferenciação e a divisão das células 

regenerativas, e o número de células enteroendócrinas em diferentes fases do 

desenvolvimento de A. aegypti (larva 4º instar - L4, pupa branca - PB, pupas 24h -P24 e 

48h -P48 após a ecdise e adultos recém-emergidos - RE). Adicionalmente, a expressão 

de proteínas sintetizadas pelo órgão nessas fases e em fêmeas adultas submetidas às 

dietas à base de açúcar (AA) e de sangue (AS) foi estudada. A morte das células 

digestivas e a proliferação das células regenerativas ocorrem de forma ordenada, em 

regiões específicas do órgão, iniciando na região anterior das L4 e passando para a 

região posterior nas P48 e RE. Os efeitos subletais do inseticida neocotinoide 

imidacloprid também foram testados no processo de remodelargem do intestino médio 

de A. aegypti. Para isso, larvas 3º instar (L3) foram tratadas com duas concentrações (3 
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e 15 ppm) do inseticida e o intestino médio foi analisado nas fases seguintes. Mesmo 

em concentrações subletais, o imidacloprid alterou o processo de remodelação do 

intestino médio, inibindo a proliferação e diferenciação das células regenerativas, e 

causando danos ao DNA nuclear delas, como atestado pela reação de TUNEL. Essa 

inibição acarretou a diminuição das populações das células digestivas e 

enteroendócrinas, sendo que o intestino médio dos RE é constituído, na maior parte, por 

células digestivas vacuolizadas e mal formadas. O imidacloprid possui potencial no 

controle de A. aegypti, pois, mesmo que o indivíduo chegue à fase adulta, do ponto de 

vista morfológico, seu intestino aparentemente não está apto para o processo de 

digestão. O intestino médio dos RE possui maior expressão de proteínas ligadas à 

produção de energia, metabolismo de proteínas, sinalização e transporte celulares. Os 

intestinos médios de AA e AS expressam mais proteínas ligadas ao processo de 

biossíntese de proteínas. Nas pupas se inicia a síntese das múltiplas proteínas essenciais 

para a formação e constituição do novo epitélio do órgão, mas o pico da expressão 

dessas proteínas ocorre no final do processo de formação do órgão no adulto recém-

emergido. Já nos AA e AS há alta expressão de proteínas importantes para a digestão de 

açúcar e sangue, respectivamente. O presente trabalho é amplo, tratando de aspectos 

morfológicos e bioquímicos do intestino médio de A. aegypti, incluindo parte do 

repertório de proteínas diferencialmente expressas no órgão durante o desenvolvimento 

pós-embrionário e em diferentes condições alimentares. Processos morfofisiológicos 

que ocorrem ao longo do desenvolvimento e funcionamento desse órgão são cruciais 

para a sobrevivência dessa espécie vetora e são discutidos aqui neste trabalho. 
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Abstract 

 

FERNANDES, Kenner Morais, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, março de 2014. 
Morphological characterization and expression of proteins in the midgut of Aedes 
aegypti during metamorphosis and subjected to different diets. Orientador: Gustavo 
Ferreira Martins.  

 

 

The larvae of the yellow fever mosquito Aedes aegypti live in the water, feeding on 

microorganisms and organic matter decomposition. After metamorphosis, adults emerge 

and feed on sap. However, for the maturation of eggs, the A. aegypti females need a 

blood meal. This variation of the diets is possible due to the midgut remodeling 

undergoes during metamorphosis, allowing adaptation to different diets depending on 

life stages. After ingestion, the blood is stored and digested into midgut, which is the 

first organ viruses, such as Dengue, yellow fever and other infect. The midgut 

epithelium of A. aegypti comprises three cell types: digestive (responsible for digestion 

and absorption of nutrients), regenerative (stem, undifferentiated cells) and 

enteroendocrine (neuropeptides secretory) cells. During metamorphosis, the digestive 

cells are replaced by new adult digestive cells by differentiation of regenerative ones. In 

the present study morphological and biochemical aspects of the metamorphosis of the 

midgut were investigated, including the differentiation and the quantification of 

dividing regenerative and enteroendocrine cells at different developmental stages 

[fourth instar larvae - L4, female white pupae - WP and pupae 24 and 48 h (P24 and 

P48, respectively) after ecdysis, and 50 newly-emerged (NE) adult females] by means 

light microscopy and transmission electron microscopy. In addition, the proteins 

synthesized by the midgut in these stages and in sugar- and blood-fed adult females (SA 

and BA, respectively) were also studied. The lysis of digestive cells, as well as the 

proliferation of regenerative cells, begin in the anterior region of L4 midgut. 

Simultaneously, the proliferation of regenerative cells begins in the anterior region of 

the larval midgut, moving to the posterior region in P48 and NE. The effects of the 

neocotinoid insecticide imidacloprid was also tested in the mosquito midgut. Third 

instar larvae (L3) were treated with two subletal concentrations (3 and 15 ppm) of 

insecticide, and the midgut was examined in L4, P24, P48 and NE. Subletal 

concentrations of imidacloprid inhibit the proliferation and differentiation of 

regenerative cells, often leading to cell damaged through their nuclear DNA 
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fragmentation. This inhibition has led to the reduction of the digestive and endocrine 

cell numbers, and the midgut of NE consists of mostly vacuolated/incompletely formed 

digestive cells. Therefore, the imidacloprid exposition during juvenile stages, impair the 

normal midgut development in NEs, and they may not be able to get/digest a blood 

meal. The midgut of NE has higher expression of proteins related to energy and protein 

metabolisms, cell signaling and transport. The midgut of SA and BA express more 

proteins associated to the protein biosynthesis process. In the midgut of pupae, several 

proteins essential for the organ remodeling are expressed, but the peak expression of 

these proteins occurs at the end of remodeling process in NE. Not surprisingly, in SA 

and BA there is a high expression of proteins associated to the digestion of sugar and 

blood, respectively. In the present work, several morphological and biochemical aspects 

of the midgut of A. aegypti are investigated, including the repertoire of differentially 

expressed proteins during midgut development and in the midguts of individuals under 

different feeding conditions. Morpho-physiological processes that occur during the 

development and functioning of this organ are crucial to the survival of this vector 

mosquito and are discussed. 
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1. Introdução 

 

1.1.  Mosquito Aedes aegypti 

O Aedes aegypti, que é originário da África, e apesar do seu nome comum ser 

“mosquito da febre amarela”, hoje a maior preocupação na saúde pública é por ele ser o 

principal vetor da dengue. Isso devido à eficácia da vacina contra a febre a amarela, 

tornando-a menos preocupante, embora ocorram alguns casos (Barrett & Higgs, 2007; 

Powell & Tabachnick, 2013). 

O mosquito A. aegypti pertence à ordem Diptera, subordem Nematocera, 

família Culicidae, subfamília Culicinae, tribo Aedini, Gênero Aedes, Subgênero 

Stegomyia (Consoli & Oliveira, 1994) e é caracterizado pela sua adaptação ao ambiente 

urbano (Silva, 1994; Paupy et al., 2009). O A aegypti é uma espécie doméstica, que se 

reproduz preferencialmente em água parada e limpa, acumulada em recipientes 

fabricados pelo homem, como latas, pneus, vasos etc, dentro ou perto das habitações. 

Essa característica faz com que esse vetor seja cada vez mais abrangente, já que o 

crescimento e urbanização das populações nas áreas tropicais ocorrem sem 

infraestrutura de saneamento, ampliando a ocorrência de dengue (Gubler, 1989; Rebêlo 

et al., 1999; Silva et al., 2008). 

Os dípteros se desenvolvem através de metamorfose completa (holometabolia), 

e o ciclo de vida compreende quatro fases: ovo, larva (quatro estágios larvários), pupa e 

adulto (Consoli & Lourenço-de-Oliveira, 1994).  

Os ovos são muito resistentes à dessecação, o que permite seu transporte para 

grandes distâncias, em recipientes secos, sendo o principal meio de dispersão. Mesmo 

após longo período de dessecação, assim que entram em contato com a água os ovos 

eclodem iniciando a fase larval (Neves & Silva 1995, Consoli & Lourenço-de-Oliveira 

1994; Eiras, 2005).  

As larvas passam por quatro estádíos (L1, L2, L3, L4), que varia entre cinco a 

sete dias, dependendo da temperatura, alimentação e densidade larval no criadouro. Essa 

fase é o período de alimentação e crescimento, se alimentando de substâncias orgânicas, 

bactérias, fungos e protozoários existentes na água (Neves & Silva, 1989; Consoli & 

Lourenço-de-Oliveira, 1994).  

Após o quarto estádío, a larva passa para o estágio de pupa, último estágio 

aquático, que pode durar em condições favoráveis de temperatura dois dias. As pupas 

não se alimentam e por isso raramente são afetadas pela ação de inseticidas. Essa fase é 
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de extrema importância, pois é o momento que ocorrer a metamorfose do estágio larval 

para o adulto (Neves & Silva, 1989; Consoli & Lourenço-de-Oliveira, 1994). 

Na fase adulta, tanto os machos quanto as fêmeas se alimentam de néctar e 

suco vegetais até a fase de acasalamento. Após o acasalamento a fêmea necessita de 

sangue para a maturação dos ovos, onde a busca desse alimento ocorre durante o dia (ao 

amanhecer e ao anoitecer) (Gadelha & Toda, 1985).  

As fêmeas de A. aegypti são preferencialmente antropofílicas, apresentam 

hábito alimentar diurno, intra e peridomiciliar, com picos pré-crepusculares. Após a 

alimentação sanguínea (hematofagia), as fêmeas buscam locais para oviposição, onde 

seus ovos são postos isoladamente nas paredes internas dos recipientes, próximos a 

lâminas d’água, que servirão de criadouros para o desenvolvimento de suas formas 

imaturas (quatro estádios larvais e pupa). Os criadouros dos mosquitos A. aegypti são 

muitasvezes artificiais (pneus, latas, garrafas, calhase outros recipientes) geralmente 

situados nas proximidades das habitações humanas, mostrando que seu habitat está 

diretamente relacionado às condições oferecidas pelo homem em seu ambiente 

domiciliar (Gadelha & Toda, 1985). 

O mosquito adulto vive cerca de 30 dias e a cada oviposição, a fêmea coloca 

em torno de 50 a 200 ovos. Além disso, ela copula apenas uma vez com o macho, 

armazenando os espermatozoides em sua espermateca, realizando inúmeras posturas no 

decorrer de sua vida (Gadelha & Toda, 1985). No caso do mosquito infectado pelo vírus 

dengue, ele pode ser transmitido diretamente para sua progênie através dos ovos, 

caracterizando a transmissão vertical (transovariana), onde uma parte de seus 

descendentes já nasce infectado (Consoli & Lourenço-de-Oliveira, 1994). 

Após ingestão de sangue contaminado com o vírus da dengue, as partículas 

virais precisam se ligar a receptores específicos do intestino médio do mosquito para 

estabelecer a infecção no órgão e, posteriormente, se replicar nas células epiteliais 

intestinais para poderem então, deixar o intestino. Uma vez que o vírus consegue deixar 

o intestino, ele passa para a hemocele podendo infectar órgãos secundários como os 

ovários e o corpo gorduroso. Por fim, é necessário estabelecer a infecção na glândula 

salivar. Para que esse mosquito seja considerado apto a transmitir o vírus, partículas 

virais precisam ser eliminadas juntamente com a saliva durante o repasto sanguíneo em 

um hospedeiro vertebrado (Hardy et al., 1983, Woodring et al., 1996, Black IV et al., 

2002). 
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Muitas doenças transmitidas por vírus, como a febre amarela, contam com 

vacinas ou medicamentos eficazes, . Entretanto no caso da dengue, embora seja bem 

conhecidas sua etiologia e seus mecanismos de transmissão, ainda não está disponível 

uma vacina eficaz. A dengue possui características clínicas amplas, variando de formas 

assintomáticas ou oligossintomáticas até as formas graves e letais, causando morbidade 

e mortalidade humana, tendo aproximadamente 2,5 bilhões de pessoas estão em área de 

risco, registrando cerca de 500.000 casos anualmente (Guzman & Kouri, 2002; Wilder-

Smith & Schwartz, 2005). 

 

1.2. Intestino médio dos mosquitos 

O intestino médio das larvas e adultos de A. aegypti constitui-se de um tubo 

delimitado por um epitélio simples, responsável pela produção de enzimas digestivas e 

absorção dos produtos digeridos. Dentre as células principais que compõe o epitélio 

intestinal estão às células digestivas. Essas células são cilíndricas, altas e apresentam 

microvilosidades em sua porção apical, enquanto que na região basolateral, se observa 

inúmeras invaginações de membrana. Além das células digestivas, o epitélio do 

intestino médio de A. aegypti é composto de mais dois tipos celulares, as células 

regenerativas e as enteroendócrinas (Hecker et al., 1971; Hecker, 1977; Brown et al., 

1985; Billingsley, 1990) que serão discutidas adiante. 

O intestino médio na fase larval dos mosquitos é um tubo com diâmetro 

reçativamente homogêneo, enquanto que o dos mosquitos adultos, incluindo A. aegypti, 

pode ser divido em região anterior e posterior de acordo com a morfologia das células 

epiteliais, onde a região anterior do intestino médio do adulto está localizada no tórax e 

corresponde a mais delgada. Já o intestino posterior se localiza no abdômen e possui a 

formato de um saco aberto e expansível, participando ativamente do processo de 

digestão de sangue (Billingsley, 1990). 

O intestino médio posterior de A. aegypti atua na síntese de enzimas digestivas 

e absorção de nutrientes. Suas células sofrem deformações quando o sangue é ingerido, 

e esse estresse mecânico é compensado pela presença de junções intercelulares na 

membrana celular lateral que mantém as células unidas (Billingsley, 1990). Além disso, 

elas são responsáveis pela formação da matriz peritrófica (Hecker, 1977), que em geral 

começa a ser sintetizada em torno do bolo alimentar logo nos primeiros 30 minutos após 

a ingestão do sangue. Muitas funções têm sido propostas para a matriz peritrófica dos 

mosquitos como: proteção física e contra patógenos, filtro semipermeável para as 
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proteínas do sangue e enzimas digestivas ou uma barreira de retenção para manutenção 

de inibidores de proteases da luz do intestino médio (Billingsley, 1990). 

 

1.3. Células enteroendócrinas 

O intestino médio é considerado o maior órgão endócrino dos mosquitos pela 

abundância de células enteroendócrinas, que apresentam positividade para alguns 

hormônios peptídeos encontrados em mamíferos, como por exemplo, o polipeptídeo 

pancreático e o FMRFamida (fenilalanina-metioninaarginina-fenilalanina-amida) 

(Moffett & Moffett, 2005). Estima-se que existam pelo menos 500 células 

enteroendócrinas no intestino médio de fêmeas adultas de A. aegypti, sendo que esse 

número é reduzido em torno de 45% nas primeiras seis horas após o repasto sanguíneo 

(Brown et al., 1985; Glattli et al., 1987). Apesar de estar em número expressivo, função 

dessas células não é conhecida. 

O número de células enteroendócrinas varia de acordo com a idade das fêmeas 

de A. aegypti, sendo maior em fêmeas recém-emergidas em comparação com fêmeas 

alimentadas com dieta à base de açúcar, este número diminui ainda mais cerca de seis 

horas após o repasto sanguíneo. Além de diminuir em número, a imunorreatividade das 

células enteroendócrinas também diminui logo após o repasto, sugerindo que os 

peptídeos sejam secretados para a hemolinfa em decorrência da distensão do intestino 

médio logo após a alimentação sanguínea (Brown et al., 1986; Moffett & Moffett, 

2005). 

Pelo menos dois tipos de células enteroendócrinas foram descritos em A. 

aegypti, de acordo com a imunomarcação para anticorpos contra o neuropeptídeo 

FMRFamida: as células claras e as células escuras (marcadas fortemente), sendo que 

aproximadamente 25% dessas células são encontradas adjacentes às células 

regenerativas. Ambos os tipos podem ser ainda subdivididos em células abertas, que são 

afiladas na base e dilatadas na região apical, localizadas preferencialmente na superfície 

luminal com microvilosidades; e células fechadas, restritas à base do epitélio e sem 

microvilosidades (Brown et al., 1985). Além de serem positivas para FMRFamida, elas 

são também positivas para o neuropeptídeo SCP-I (peptídeo cardioativo, do inglês: 

small cardioactive peptide), porém, nos indivíduos adultos dos dois sexos, essas 

marcações para os dois peptídeos estão concentradas na região posterior do intestino 

médio (Moffett & Moffett, 2005). 
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Devido ao padrão de imunomarcação e sua localização coincidente com as 

fibras musculares, supostamente as células endócrinas atuam no nível parácrino. Nesse 

sentido, acredita-se que elas regulam as funções do epitélio digestivo e das células 

musculares, além de secretarem sinais na hemolinfa como uma forma de feedback para 

o sistema nervoso central, outras regiões do sistema digestivo e corpo gorduroso. Esses 

sinais representariam informações sobre o tipo, volume e composição do alimento 

ingerido. Outra característica que reforça essas hipóteses é o fato dessas células 

apresentarem projeções para a luz intestinal, que poderiam representar locais de 

liberação de peptídeos moduladores, que atuariam no espaço ectoperitrófico (Moffett & 

Moffett, 2005). 

 

1.4. As células regenerativas 

Entre as células digestivas, encontram-se pequenas células regenerativas que 

podem estar isoladas, em pares ou formando pequenos agrupamentos denominados 

ninhos celulares que são encontrados ao longo de todo intestino médio dos insetos, 

incluindo os mosquitos (Brown et al., 1985; Hecker, 1971; Hecker, 1977), sendo 

fundamentais para a renovação do epitélio digestivo (revisado por Billingsley & 

Lehane, 1996). 

A renovação das células digestivas ocorre durante todo o desenvolvimento pós-

embrionário dos insetos através da diferenciação das células regenerativas (Baldwin & 

Hakim, 1991; Baldwin et al., 1993; Loeb et al., 1999), que foram estudada em várias 

espécies de insetos de diferentes ordens como: Hymenoptera (Raes et al., 1994; Cruz-

Landim et al., 1996; Martins et al., 2006), Isoptera (Cruz-Landim & Costa-Leonardo, 

1990), Hemiptera (Werner et al., 1991) e Lepidoptera (Hakim et al., 1988; Baldwin & 

Hakim, 1991; Baldwin et al., 1993; Loeb et al., 1999). 

Nas larvas de lepidópteros Hyalophora cecropia e Manduca sexta o 

crescimento do epitélio do ventrículo ocorre pelo aumento das células existentes ou 

através da reposição das células diferenciadas por uma população de células 

regenerativas (Judy & Gilbert, 1970; Baldwin et al., 1996). Entretanto, não se tem 

conhecimento sobre a fonte das células regenerativas que aparecem durante esse 

processo. Em A. aegypti, não há relatos de migração de células da hemolinfa para o 

intestino médio, mas, durante cada ecdise foi previamente descrito uma pequena 

população de células regenerativas basais que é mantida e aparentemente essas células 

originavam novas células digestivas durante cada ecdise. Além disso, não se observou 
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figuras de mitose no período de intermuda, sugerindo que elas apareceram antes ou 

durante a ecdise subseqüente (Baldwin & Hakim, 1991). 

A detecção da proliferação das células regenerativas ainda é bastante limitada 

pelo fato das mesmas se dividirem pouco e em curtos períodos do desenvolvimento 

embrionário dos insetos. Em Drosophila melanogaster, figuras de mitoses são 

raramente observadas em adultos, contudo, a marcação de proteínas relacionadas com 

processos mitóticos, como a fosfo-histona H3, mostrou que ocorre divisão das células 

regenerativas (Micchelli & Perrimon, 2006). A condensação da cromatina durante o 

ciclo celular envolve a fosforilação da proteína nuclear histona H3 que é fosforilada em 

três sítios (Ser10, Ser28 e Thr11) em diferentes organismos (Dai et al., 2005), inclusive 

D. melanogaster (Michelli & Perrimon, 2006). Em A. aegypti a ocorrência ou não de 

mitose ainda não foi testada, mesmo já tendo sido descrito demonstrado uma possível 

proliferação das células regenerativas na metamorfose do intestino médio de A. aegypti 

(Ray et al., 2007). 

  

1.5. Modificações do intestino médio durante o desenvolvimento pós-

embrionário 

Durante a metamorfose dos insetos holometábolos, o trato gastrointestinal é 

completamente remodelado, muitas células novas são formadas, enquanto outras 

morrem e algumas apenas se diferenciam (Buszczak & Seagraves, 2000). Essas 

modificações estão ligadas a alterações na alimentação, a qual, em geral, é diferente na 

larva e no adulto (Cruz-Landim et al., 1996). Assim, durante a metamorfose, o epitélio 

do intestino médio dos insetos holometábolos, é histolisado e a sua reorganização ocorre 

pela diferenciação das células regenerativas, para atender as exigências nutricionais dos 

insetos, que são diferentes entre a larva e o adulto. No caso específico de mosquitos 

hematófagos como o A. aegypti, a alimentação larval, que é baseada em matéria 

orgânica em decomposição, passa a ser de fluidos ou seivas vegetais e sangue nos 

adultos (Nishiura et al., 2003; Ray et al., 2007).  

A renovação das células digestivas do intestino médio de A. aegypti se inicia 

pouco antes da ecdise (transição larva-pupa) através do processo de morte celular das 

células digestivas, descrito como “morte celular programada” (apoptose caspase-

dependente) (Nishimura et al., 2003; Lockshin & Zakeri, 2004; Wu et al., 2006). Nesses 

trabalhos mostrou-se a presença de fatores ligados a ativação de caspases durante o 

processo de morte das células digestivas, o que para o intestino médio de insetos pode 
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não ser satisfatório para definir o tipo de morte celular (Lockshin & Zakeri, 2004; 

Daish, 2004; Denton et al., 2010). Os resultados do trabalho de Denton (2010) 

mostraram que no desenvolvimento do intestino médio de D. melanogaster, existe alta 

atividade de caspases, mas elas não estão relacionadas com o processo de morte celular 

das células digestivas larvais.  

Em geral o desenvolvimento do epitélio do intestino médio dos insetos durante 

a metamorfose não ocorre de forma homogênea (Cruz-Landim et al., 1996; Pinheiro et 

al., 2006 Nardi et al., 2010), e culmina com a formação de duas regiões distintas 

considerando a densidade das diferentes populações celulares. Essas particularidades 

são evidenciadas também no desenvolvimento larval de A. aegypti e Culex pipiens, 

onde o crescimento da região anterior do intestino médio ocorre pelo aumento do 

tamanho das células digestivas, enquanto na região posterior ocorre aumento no número 

das mesmas (Ray et al., 2007). 

Vários trabalhos relatam a diferenciação e proliferação das células 

regenerativas (às vezes consideradas células-tronco), no desenvolvimento de insetos 

(Butterworth et al., 1988; Nishimura et al., 2003; Wu, 2006; Ray et al., 2007; Illa-

Bochaca & Montuenga, 2006). Muitos desses trabalhos lançaram mão da utilização de 

BrdU (5-bromo-2-deoxiuridina). A incorporação desse componente no DNA das células 

regenerativas indicou que as divisões das células regenerativas foram intensas em L4 

(48 horas após a ecdise) de A. aegypti, o que seria uma preparação para a formação das 

novas células do intestino do adulto durante a pupação (Ray et al., 2007). Porém, as 

células digestivas do intestino médio são poliploides, sendo a síntese de DNA comum 

ao longo da diferenciação das células regenerativas, e os métodos de investigação 

utilizados como, por exemplo, a incorporação de BrdU, são penas sugestivos quanto à 

ocorrência de proliferação, não comprovando que as mesmas passaram pelo período S 

da mitose (Butterworth & Rasch, 1986; Butterworth et al., 1988; Ray et al., 2007).  

 

1.6. Controle biológico 

Atualmente, o alvo mais vulnerável na cadeia de transmissão do vírus DENV é 

o vetor, e por isso, o controle vetorial é a forma mais eficaz de prevenção, a qual é 

integrante de muitos programas de saúde. Entretanto, esse controle não pode depender 

de um só método, ele deve dispor de várias alternativas, adequadas à realidade local, 

que permitam sua execução de forma integrada e seletiva. Para o controle eficaz é 

necessário alguns componentes como o controle biológico e o controle químico com 
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uso de inseticidas e repelentes, as armadilhas e o manejo da resistência à inseticidas 

(Tauil, 2002; Braga, 2007).  

O controle químico é a estratégia mais comumente adotada para o controle de 

insetos vetores, utilizando inseticidas que originalmente foram desenvolvidos para a 

agricultura, sendo adaptados para o controle de vetores (Braga & Valle, 2007). No 

Brasil, o Ministério da Saúde exalta a utilização desses compostos para a redução da 

população de mosquitos e dessa maneira evitar a ocorrência de transmissão de vírus 

Dengue (Brasil, 2009). 

Entre os inseticidas, o grupo dos neocotinoides foi o que mais cresceu no 

mercado, tendo como seu precursor comercial o imidacloprid. Assim como a nicotina, 

os neonicotinoides atuam no sistema nervoso central dos insetos como agonistas da 

acetilcolina nos receptores nicóticos pós-sinápticos (Nauen & Denholm, 2005). Além 

disso, os neonicoticoides podem causar danos ao intestino médio, como visto em Apis 

melífera (Hymenoptera), onde as células digestivas e regenerativas ficaram altamente 

vacuolizadas no tratamento com thiamethoxam (Oliveira et al., 2013; Catae et al., 

2014).  

Inseticidas neurotóxicos pertencentes aos grupos dos organofosforados e 

piretróides são os compostos mais usados no controle de A. aegypti. Entretanto, o uso 

indiscriminado desses inseticidas nos últimos 30 anos tem ocasionado aumento nos 

níveis de resistência em populações de mosquitos em regiões da Ásia e América Latina 

(Rodríguez et al., 2007; Martins et al., 2009; Lima et al., 2011). Tais evidências são 

preocupantes, o que motiva a identificação de compostos capazes de substituir esses 

inseticidas comumente utilizados no seu controle.  

O neonicotinoide imidacloprid apresenta um amplo espectro de atividade, 

persistência, versatilidade de aplicação na agricultura e por isso, embora imidacloprid 

possua baixa atividade larvicida e pupicida em comparação a outros inseticidas, seus 

efeitos subletais podem ser importantes na redução de populações de A. aegypti (Elbert 

et al., 2008; Jeschke et al., 2008; Tomé et al., 2014).  Essa redução na população pode 

estar relacionada com as alterações causadas pelo imidacloprid no intestino médio, o 

que já foi descrito na barata Gromphadorhina portentosa, onde ocorreram alterações no 

metabolismo de carboidratos e na absorção de glicose (Sawczyn et al., 2012).  
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1.7. Estudos de proteômica  

O genoma de um organismo é praticamente estático e constante em todas as 

células somáticas. Por outro lado, o perfil da expressão de proteínas é extremamente 

variável em distintas situações ou diferentes tipos celulares em um mesmo organismo, 

constituindo-se em um fluxo dinâmico respondendo a estímulos internos e externos 

(Wasinger et al., 1995; Wilkins et al., 1996). 

Impulsionada pelo crescente número de informações obtidas a partir de 

sequências de DNA, a proteômica tornou-se uma das áreas mais importantes para 

caracterização da função de genes, de interações funcionais entre proteínas, e para 

fornecer uma visão dos mecanismos dos processos biológicos (Zhu et al., 2009). Assim, 

o proteoma pode definir o perfil de proteínas expresso em um tecido, célula ou sistema 

biológico em um dado momento (Westermeier & Naven, 2002). 

Para a análise proteômica, a eletroforese bidimensional (2-DE) e a 

espectrometria de massa são ferramentas versáteis e são amplamente usadas. A 

eletroforese 2-DE aplica-se principalmente ao estudo funcional e comparativo da 

expressão proteica (Mann et al., 2001; Henzel et al., 2003).  

As proteínas diferencialmente expressas, separadas por eletroforese 2-DE, são 

identificadas por espectrometria de massa (MS) (Yates et al., 2005). Inicialmente são 

utilizados equipamentos do tipo MS-TOF que geram um padrão de massa molecular de 

peptídeos trípticos da proteína de interesse, padrão que é comparado com bancos de 

sequências de proteínas traduzidas a partir de sequencias gênicas e clivadas in silico, ou 

comparado com bancos peptídicos obtidos através de similaridade, denominados mass-

fingerprinting (James et al., 1993). 

A utilidade da proteômica não se limita à expressão diferencial, como ocorre 

na análise do transcriptoma. A proteômica permite, ainda, detalhar espacialmente 

alterações na expressão (por fracionamento celular), alterações na proteína após a 

tradução, e alterações nas interações proteína-proteína, com resolução temporal (Cox & 

Mann, 2007). 

O intestino médio de mosquitos A. aegypti sofre metamorfose e muitas 

modificações estruturais durante o desenvolvimento, as quais podem ser uma adaptação 

à mudança no tipo de dieta. As larvas se alimentam de microorganismos e partículas 

orgânicas, enquanto que os adultos se alimentam de seiva vegetal e no caso das fêmeas, 

também de sangue (Billingsley, 1990; Merritt et al., 1992).  
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Embora a fase larval do A. aegypti seja um período de crescimento, nessa fase 

a dieta é pobre em carboidrato, e o açúcar utilizado pela larva é fornecido pelas dietas 

ricas em aminoácidos (Merritt et al., 1992). Corroborando isso, o perfil das enzimas 

digestivas sintetizdas pelas larvas de mosquitos indica que ele está equipado para 

hidrolisar as principais classes de nutrientes, como hidratos de carbono e proteínas. 

Entretanto a produção de enzimas digestivas nas larvas pode ser diferente entre as 

regiões anterior e posterior, sendo que a região anterior possui um pH alcalino de 10,5, 

ótimo para a atividade da quimotripsina, enquanto a região posterior possui um pH entre 

7 e 8, adequado para a função da amilase (Merritt et al., 1992). 

Após o crescimento, as larvas originam pupas, as quais não se alimentam. É 

nessa fase onde ocorre a metamorfose, incluindo o remodelamento do intestino médio 

(Ray et al., 2007), e possivelmente a biossíntese de proteínas essenciais na regulação do 

desenvolvimento.  

Na fase adulta o intestino médio dos mosquitos é dividido em duas regiões, 

anterior e posterior, onde apenas a região posterior está envolvida na digestão de 

sangue. Embora a principal enzima do sistema digestivo dos mosquitos seja a tripsina, a 

presença de glicosidases na região anterior do órgão suporta a hipótese da sua 

participação na digestão de carboidratos (Billingsley, 1990). Duas horas após a 

alimentação sanguínea no intestino médio das fêmeas, se inicia a síntese e a secreção de 

tipsina, aminopeptidase e precusores da membrana peritrófica para o lúmem do órgão. 

Essa síntese aumenta 10 horas após a alimentação sanguínea, evidenciando vesículas 

secretoras de tripsina na região posterior (Billingsley, 1990). 

As regiões do intestino médio dos mosquitos funcionam de forma independente 

uma da outra, podendo variar sua expressão proteica dependendo do tipo de dieta e da 

fase do desenvolvimento (Merritt et al., 1992; Billingsley, 1990; Billingsley & Hecker, 

1991). Em Anopheles stephensi, a atividade da tripsina foi restrita ao lúmen da região 

posterior do intestino médio e sua atividade foi observada apenas em indivíduos 

alimentados com sangue (Billingsley & Hecker, 1991). Já a aminopeptidase e a α-

glicosidase, foram identificadas tanto na região anterior quanto na posterior, mas após a 

alimentação com sangue, elas aumentam a atividade, e são detectadas no lúmem da 

região posterior do intestino médio (Billingsley & Hecker, 1991).  

A partir de 2009 vários estudos do intestino médio de mosquito A. aegypti 

utilizaram uma abordagem proteômica. O primeiro trabalho analisou o perfil proteico 

das vesículas de membrana da borda escova do intestino médio de larvas 4º instar, o 
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qual identificou diversas proteínas, mas se observou a predominância da arginina 

quinase, actina e um alérgeno (Popova-Butler et al., 2009).  

Outros estudos de proteômica com intestino médio de larvas 4º instar de A. 

aegypti, foram realizados buscando conhecer melhor os efeitos da toxina Cry11Aa de 

Bacillus thuringiensis sobre as células intestinais.  Nesses trabalhos, sugeriram a relação 

da Cry11Aa com proteínas mitocondriais, actina, ATPsintase e sua ligação com a 

tripsina serino protease, mostrando a importância da proteômica nas análises 

toxicológicas (Bayyareddy et al., 2009; Cancino-Rodezno et al., 2012).  

Já no intestino médio de A. aegypti adulto, a abordagem proteômica foi 

utilizada para evidenciar as proteínas diferencialmente expressas em mosquitos 

alimentados com açúcar e sangue. Entretanto, o perfil proteico foi semelhante nas duas 

dietas, com diferenças apenas na expressão de defensinas, que foram mais expressas 

mediante a alimentação sanguínea (Wasinpiyamongkol et al., 2010).  

Através da proteômica, diversas informações também foram obtidas a respeito 

da infecção viral no intestino médio de A. aegypti. Em um trabalho foi realizado a 

comparação da infecção de dois tipos virais, Chikungunya e Dengue 2, onde ambas 

infecções modulam a expressão de proteínas ligadas a proteção celular, estruturais e 

redox . Entretando, a expressão de algumas proteínas como a catalase e a glutationa 

transferase foi diferente entre os vírus, mostrando que o perfil proteico do intestino 

médio pode variar de acordo com o patógeno (Tchankouo-Nguetcheu et al., 2010).  

Além disso, recentemente foram identificadas possíveis proteínas que atuam como 

receptores para o vírus Dengue 2, entre elas, a enolase, beta-ARK e a caderina (Muñoz 

et al., 2013). 

Sendo assim, estudos da bioquímica do sistema digestório de A. aegypti 

possuem potencial para uma maior compreensão da dinâmica das proteínas 

diferencialmente expressas, incluindo as alterações metabólicas, causadas pela idade ou 

tipo de dieta.   
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3. Objetivos gerais 

 

1- Descrever as mudanças na morfologia do intestino médio de fêmeas de A. 

aegypti durante a metamorfose, em condições normais e diante da exposição ao 

inseticida imidacloprid.  

2- Estudar a expressão proteica do intestino médio de fêmeas de A. aegypti nas 

fases larval, pupal e adulta, e submetidas a diferentes dietas à base de açúcar e sangue. 

 

3.1. Objetivos específicos 
- Estudar as populações de células enteroendócrinas, regenerativas e digestivas 

durante a metamorfose e em fêmeas adultas de A. aegypti; 

- Estudar o processo de remodelação do intestino médio durante a metamorfose 

de A. aegypti; 

- Estudar o efeito do inseticida imidacloprid na remodelação do intestino médio 

de A. aegypti; 

- Ajustar os métodos de preparo de extratos solúveis e de eletroforese 2-DE do 

intestino médio de A. aegypti; 

- Detectar spots diferencialmente expressos no intestino médio de A. aegypti 

em diferentes fases do seu desenvolvimento e submetidos a diferentes dietas. 

- Realizar análises de espectrometria de massas do intestino médio de A. 

aegypti e 

- Buscar informações e ensaios funcionais em bancos de dados a serem 

realizados com as proteínas identificadas no intestino médio de A. aegypti. 
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Resumo  

 

O mosquito Aedes aegypti é um dos principais vetores dos vírus Dengue e da 

febre amarela, os quais causam grande morbidade e mortalidade humana. Os esforços 

para combater a dengue se baseiam principalmente no controle do inseto vetor, e o uso 

de inseticidas tem sido o método mais viável. O intestino médio é um órgão bem 

estudado em A. aegypti, sendo o local onde ocorre a digestão sanguínea e a porta de 

entrada de vários patógenos, tornando-se um importante alvo de estudos. Aqui, foram 

investigados em laboratório o efeito do inseticida imidacloprid na sobrevivência dos 

insetos e os efeitos subletais no processo de proliferação e diferenciação das células 

regenerativas durante o desenvolvimento do intestino médio. Além disso, ele foi capaz 

de interferir negativamente na diferenciação das células digestivas, levando a mal-

formação do intestino médio dos adultos.  
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1. Introdução 

 

O mosquito Aedes aegypti é um dos principais vetores dos vírus da febre 

amarela e dengue os quais causam grande morbidade e mortalidade humana (Alphey et 

al., 2013). Os esforços para combater a dengue se baseiam principalmente no controle 

do inseto vetor, e o uso de inseticidas tem sido o método mais utilizado (Pridgeon et al., 

2008; Coelho et al., 2009; Allan et al., 2011). 

Atualmente, inseticidas neurotóxicos pertencentes aos grupos dos 

organofosforados e piretróides são os compostos mais usados no controle de A. aegypti. 

Entretanto, o uso indiscriminado desses inseticidas nos últimos 30 anos tem ocasionado 

aumento nos níveis de resistência em populações de mosquitos em regiões da Ásia e 

América Latina (Rodríguez et al., 2007; Martins et al., 2009; Lima et al., 2011). Tais 

evidências são alarmantes no que se refere à redução de populações de Aedes aegypti, o 

que motiva a identificação de compostos capazes de substituir esses inseticidas 

comumente utilizados no seu controle.  

O neonicotinoide imidacloprid apresenta um amplo espectro de atividade, 

persistência e versatilidade de aplicação na agricultura e por isso se tornou um dos 

pesticidas mais utilizados no mundo (Elbert et al., 2008; Jeschke et al., 2008). 

Entretanto, pouca informação é conhecida sobre seus efeitos em A. aegypti (Antonio-

Arreola et al., 2011). Embora imidacloprid possua baixa atividade larvicida e pupicida 

em comparação a outros inseticidas, seus efeitos subletais podem ser importantes na 

redução de populações de A. aegypti (Tomé et al., 2014).  

O intestino médio de A. aegypti é o local onde ocorre a digestão sanguínea e é 

a porta de entrada de vários patógenos, incluindo vírus, tornando-se um importante alvo 

de estudos para bloquear a transmissão desses organismos. Esse órgão é formado por 

um epitélio simples envolto por duas camadas musculares (Billingsley et al., 1990). No 

epitélio do intestino médio de A. aegypti há três tipos celulares: células digestivas, 

regenerativas e enteroendócrinas. As células digestivas são colunares e dotadas de 

microvilosidades, sendo responsáveis pela produção de enzimas digestivas e absorção 

de nutrientes. As pequenas células regenerativas (também chamadas de células-tronco) 

são células indiferenciadas, responsáveis pela renovação das células do epitélio do 

intestino médio através da diferenciação celular. As células enteroendócrinas 

supostamente regulam as funções do epitélio digestivo, das células musculares e sistema 
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nervoso, por meio da secreção de substâncias para a hemolinfa (Hecker, 1971; Hecker, 

1977; Brown et al., 1985; Glattli et al., 1987; Moffett & Moffett, 2005). 

Durante a metamorfose, as células digestivas de A. aegypti se degeneram e a 

reposição dessas células ocorre pela diferenciação e proliferação das células 

regenerativas (Nishiura et al., 2003; Ray et al., 2007). A renovação do intestino médio 

ocorre em tempos diferentes nas regiões anterior e posterior, sugerindo que esse 

processo é bastante complexo (Fernandes et al., 2014), e alterações no decorrer do 

processo de reestruturação do intestino médio durante a metamorfose podem ser 

prejudiciais para o mosquito A. aegypti. Portanto, as interferências no desenvolvimento 

do intestino médio possuem potencial de inviabilizar o processo de hematofagia, e, por 

conseguinte, reduzir a fecundidade das fêmeas.  

No presente trabalho, nós investigamos os efeitos do inseticida imidacloprid na 

sobrevivência e no desenvolvimento do intestino médio de A. aegypti. Além da 

letalidade, foi demonstrado pela primeira vez, como efeitos subletais de imidacloprid 

podem interferir negativamente no desenvolvimento desse vetor, constituindo um 

potencial para o controle das suas populações. 

 

2. Material e métodos 

 

2.1. Mosquitos 

Os exemplares de A. aegypti (linhagem PPCampos, Campos dos Goytacazes) 

foram obtidos de uma colônia mantida no insetário do Departamento de Biologia Geral 

da Universidade Federal de Viçosa (UFV), criados em bandejas de plástico contendo 

água desclorada e alimentadas com ração de tartaruga (Reptolife® - Alcon). 

Cento e setenta larvas de 4º instar (L4), 510 pupas fêmeas de diferentes 

estágios [pupa de cor branca (PB) obtida imediatamente após a ecdise de L4, pupas com 

24 e 48h (P24 e P48) após a ecdise] e 170 fêmeas adultas recém-emergidas (RE) foram 

utilizadas para os ensaios.  

Os insetos foram mantidos a 25 ± 5 oC, umidade relativa de 75 ± 10% e 

fotoperíodo 12:12 L:D.  

 

2.2. Bioensaio de sobrevivência  

O inseticida comercial Evidence® WG (700 g a.i./L de imidacloprid); 

formulação em grânulos dispersos em água (Bayer CropScience, São Paulo, SP, Brasil) 
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foi diluído em água para obtenção das concentrações finais de 0,15, 1,5, 3,0, 6,0 e 15,0 

ppm. 

Larvas de terceiro instar (L3) foram transferidas para os frascos plásticos de 

500 mL contendo 200 mL da solução de imidacloprid e 10 mg de alimento. A 

sobrevivência dos insetos foi monitorada a cada hora nas primeiras 12 horas. 

Posteriormente a sobrevivência foi monitorada a cada 24 h durante 10 dias, tempo 

suficiente para todos os insetos alcançarem a fase adulta. Durante a avaliação da 

sobrevivência, os insetos incapazes de se locomover mediante estímulos com um pincel 

foram considerados mortos e descartados. Cada tratamento (diferentes concentrações) e 

o controle foram repetidos quatro vezes, sendo cada um correspondendo a um frasco 

com 25 larvas. 

 

2.3. Montagem total 

Para todas as análises comparativas do presente trabalho, utilizamos duas 

concentração subletais de imidacloprid, uma fraca de três ppm e a mais forte de 15 ppm. 

Os intestinos médios de 20 indivíduos de cada fase e tratamento foram 

dissecados em solução fisiológica para insetos (0.1 M NaCl, 20 mM KH2PO4, 20 mM 

Na2HPO4) e fixados em Zamboni (paraformaldeído/ácido pícrico) (Stefanini et al., 

1967) por 2 h. Após a fixação, 10 intestinos foram corados com diamidino-2-

phenylindole (DAPI) (Biotium) por 30 min e montados em solução de Mowiol (Sigma-

Aldrich), analisadas e fotografadas no microscópio de epifluorescência Olympus BX-

60, com sistema de captura de imagem Olympus Q-Color3™.  

Seis áreas de cada região do intestino médio (anterior e posterior) foram 

aleatoriamente fotografadas no microscópio de fluorescência com a lente objetiva de 

40x (área total = 0,414 mm²) (Fernandes et al., 2010). Nas imagens de montagem total 

foram feitas as contagens de células em diferenciação ou digestivas não completamente 

diferenciadas (ambas aqui tratadas simplesmente como células digestivas) nas pupas e 

células digestivas (células digestivas propriamente ditas, com núcleos maiores e 

presentes na região apical do epitélio digestivo) e células regenerativas (células com 

núcleos pequenos presentes na região basal do epitélio digestivo) (Ray et al., 2007). 

Foram considerados 20 núcleos de células digestivas e 10 de células regenerativas para 

medidas das áreas por imagem.  As células enteroendócrinas e as células em divisão 

foram contadas em todo o intestino médio. Todas as medidas e a contagem de células 

foram feitas com o auxílio do programa Image-Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics).  
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2.4. Microscopia eletrônica de transmissão  

Dez indivíduos de cada fase, controle e tratados, foram dissecados em tampão 

cacodilato de sódio 0,1 M pH 7,2 e fixados em glutaraldeído 2,5% no mesmo tampão 

por 2 h. Após a fixação, fragmentos do intestino médio foram lavados com o tampão e 

pós-fixados em tetróxido de ósmio 1% por 2 h no escuro. Em seguida as amostras foram 

desidratadas em série crescente de etanol (70-100%) e embebidos em resina LR White 

(Eletron Microscopy Scienses) de acordo com protocolo do fabricante.  

Secções ultrafinas foram contrastadas por 20 min em acetado de uranila aquosa 

1% e citrato de chumbo (Reynolds, 1963). As amostras foram observadas em 

microscópio eletrônico de transmissão (MET) Zeiss EM 109 no Núcleo de Microscopia 

e Microanálise da UFV (NMM).  

2.5. Reação de TUNEL 

A fragmentação do DNA nuclear foi identificada in situ pelo o kit de detecção 

de morte celular TUNEL (Roche). Secções histológicas de 3 μm do intestino médio de 

cada fase e tratamento foram tratados com proteinase K (10-20 μg/mL em 10 mM 

Tris/HCl, pH 7.4-8) durante 60 min à 37 ºC, lavados com PBS e incubados por mais 60 

min na solução de TUNEL a 37 ºC. Após o tratamento, as lâminas foram montadas, 

analisadas e fotografadas no microscópio de fluorescência.  

 

2.6. Imunofluorescência - fosfo-histona H3 

As células em divisão foram marcadas in situ pelo anticorpo anti-histona H3 

fosforilada (fosfo-histona H3) (Preuss, 2003). Dez intestinos médios de cada fase e 

tratamento foram fixados e lavados como descrito acima e incubados por 24 h a 4 °C 

em solução de anticorpo primário anti-fosfo-histonaH3 (Cell Signaling) (1:100) em 

PBST 1%. As amostras foram lavadas 3 vezes com PBS e incubadas com anticorpo 

secundário conjugado com FITC (Sigma) (1:500) em PBS por 24 h a 4 ºC, seguida das 

3 lavagens de 10 min com PBS. Os núcleos foram corados com DAPI e o citoesqueleto 

com faloidina-rodamina (Sigma), ambos por 30 min. As lâminas foram montadas, 

analisadas e fotografadas como as montagens totais. 

 

2.7. Imunofluorescência - FMRFamida 

Para detecção de células enteroendócrinas, após a fixação em Zamboni, 10 

intestinos médios de cada fase e tratamento foram submetidos a 3 lavagens de 30 min 
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cada em tampão fosfato de sódio contendo 1% de Triton X-100 (PBST) e em seguida 

incubados por 24 h a 4 °C em solução de anticorpo primário anti-FMRFamida 

(Peninsula Lab) (1:400) em PBST 1%. Após essa etapa, as amostras foram lavadas com 

PBS 3 vezes (5 min cada) e incubadas com anticorpo secundário conjugado com 

isotiocianato de fluoresceína (FITC) (Sigma) (1:500) em PBS por 24 h a 4 ºC, seguida 

das três lavagens com PBS. Os núcleos foram corados com DAPI por 30 min e 

montados em solução de Mowiol. As lâminas foram analisadas em microscópio de 

epifluorescência. 

  

2.8. Controles 

Para o controle negativo da reação de TUNEL foram utilizadas secções de 

cinco intestinos médios de cada fase do ciclo de vida do mosquito e incubados sem a 

presença da enzima transferase.  

Seis intestinos médios de L4 foram utilizados como controle positivo para 

detecção das células em divisão e células enteroendócrinas, pois as mesmas estão 

presentes na L4 de A. aegypti (Nishiura et al., 2003; Moffett & Moffett, 2005). Para o 

controle negativo da imunofluorêscencia foram utilizados cinco intestinos médios de 

cada fase do ciclo de vida do mosquito, sendo tratados como descrito anteriormente, 

exceto pela incubação com anticorpos primários anti- FMRFamida e anti-fosfo-histona 

H3.  

 

2.9. Análises estatísticas 

Os resultados do bioensaio de sobrevivência foram analisados pelo 

procedimento não-paramétrico (procedimento LIFETEST - SAS, 2008), no qual as 

curvas de sobrevivência foram obtidas usando estimadores Kaplan-Meyer. Os insetos 

que alcançaram a emergência na fase adulta foram classificados como dados 

censurados. Os resultados referentes às medidas e contagem de células foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA) para as variáveis com distribuição normal 

e teste de Kruskal-Wallis, quando constatada distribuição não-normal.  
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3. Resultados 

 

3.1. Análises de sobrevivência 

Os dados das análises de sobrevivências de A. aegypti mostraram diferença 

significativa para as diferentes concentrações de imidacloprid utilizadas (Log-rank test, 

χ2 = 238.65, df = 5, P < 0,001). Após 10 dias, houve diminuição concentração-

dependente na sobrevivência mediante exposição, onde a maior concentração de 

imidacloprid causou a morte de cerca de 80% dos insetos ao final da avaliação. No 

entanto, a concentração de 0,15 ppm foi similar ao controle quanto à sobrevivência (P > 

0,05) (Fig. 1). 

 

3.2. Montagem total 

A morfologia do intestino médio de A. aegypti foi afetada pela exposição Ao 

imidacloprid em ambas concentrações (3 e 15 ppm), com as modificações notadas na 

região anterior das L4 e na região posterior nas fases seguintes (PB, P24, P48, RE), 

caracterizadas pela desorganização das células digestivas e regenerativas, a deformação 

dos núcleos das células digestivas e regiões vazias (sem células) em relação ao controle. 

Entretanto não ocorreram diferenças entre os indivíduos tratados (Figs. 2 e 3). 

O número das células digestivas só não variou entre os controles e insetos 

expostos a imidacloprid nas PB. Entretanto, a partir das P24, houve aumento no número 

de células digestivas no controle, enquanto o número de células não se alterou até a 

emergência dos adultos nos insetos expostos a imidacloprid (P < 0,05) (Fig. 3A). 

O número de células regenerativas foi maior nas L4, porém diminuiu a partir 

de P24 nos insetos controle. Por outro lado, nos indivíduos expostos a imidacloprid, 

esse número, embora inicialmente menor nas L4, aumentou ao longo do 

desenvolvimento, sendo que na concentração de 15 ppm houve maior número de células 

regenerativas (P <0,05) (Fig. 3B). 

 

3.3. Ultraestrutura 

As células do intestino médio das L4 de A. aegypti não se diferenciaram muito 

na ultraestrutura em relação aos controles (publicados em Fernandes et al., 2014), com 

exceção de um aumento no número de corpos multilaminares na região apical e 

vacúolos eletrolucentes na região basal das células digestivas dos indivíduos expostos a 

imidacloprid (Figs. 4A e B).  
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As células digestivas das PB apresentaram sinais de degeneração tanto no 

controle quanto nos insetos expostos a imidaclopride. Entretanto, no controle o 

citoplasma dessas células foram eletrolucentes com diversos vacúolos autofágicos e 

corpos mutivesiculares, enquanto que nas pupas oriundas de exposições a imidacloprid, 

havia grandes vesículas eletrolucentes na região basal e uma desorganização na 

estrutura das microvilosidades (Figs. 4C e D). 

No epitélio do intestino médio das PB havia células em processo de 

diferenciação, restando debris das células digestivas larvais. Durante o processo de 

renovação do epitélio ocorreu à formação de cavidades na região basal das células em 

diferenciação. Porém, nos indivíduos expostos ao inseticida, as células regenerativas 

possuíam citoplasma com grandes vacúolos, ocupando quase todo citoplasma, e a 

membrana plasmática em algumas células estava rompida, liberando o conteúdo celular 

para o lúmen do intestino médio (Figs. 4E e F). 

Os indivíduos expostos a imidacloprid que sobreviveram nas 48h após a 

pupação (P48) e os que chegaram à fase adulta (RE) apresentaram células digestivas 

com o citoplasma totalmente vacuolizado e em algumas células o rompimento total das 

suas membranas (Fig. 5). 

 

3.4. Dano celular 

Foi detectada a fragmentação de DNA nas L4 e PB do grupo controle, 

enquanto que nos insetos expostos as duas concentrações de imidacloprid havia células 

positivas para a reação de TUNEL em todas as fases do desenvolvimento, incluindo 

P24, P48 (Fig. 6A) e RE. 

 

3.5. Proliferação celular 

As células positivas para fosfo-histona H3 estavam presentes em todas as fases 

do desenvolvimento de A. aegypti em quantidade constante no intestino médio, 

enquanto nos insetos expostos a soluções de 3e 15 ppm de imidacloprid, células 

marcadas ocorreram em menor número do que no controle, exceto nas PB (P < 0,05) 

(Figs. 3C e 6B).  

 

3.6. Células FMRFamida 

As células enteroendócrinas foram encontradas na região posterior do intestino 

médio das L4 dos insetos do grupo controle, enquanto que nos insetos expostos ao 
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inseticida havia muitas células FMRF-positivas na região média anterior do órgão. Nas 

L4 expostas a imidacloprid havia mais células FMRF-positivas em relação ao grupo 

controle. Entretanto, a partir de P24 o número dessas células aumentou nos RE, o que 

não foi observado nas L4 oriundas de soluções de imidacloprid (P < 0,05) (Figs .3D e 

6C).  

 

4. Discussão 

 

Os resultados de mortalidade sugerem que o imidacloprid é mais tóxico para 

larvas do que para adultos de A. aegypti, como visto por Paul et al. (2006). Essa 

susceptibilidade de A. aegypti ao imidacloprid já havia sido comprovada em outros 

trabalhos com larvas e adultos de mosquitos (Song et al., 1997; Paul et al., 2006; 

Pridgeon et al., 2008). Porém, o menor efeito do imidacloprid nos adultos pode estar 

relacionado com a presença do citocromo P450, importante para o metabolismo de 

diversos inseticidas, e que apresenta maiores níveis de expressão em adultos (Paul et al., 

2006).  

O efeito tóxico do imidacloprid no intestino médio de A. aegypti ocorre 

inicialmente na região anterior das L4, com a deformação dos núcleos das células 

digestivas e espaços deixados por células mortas, progredindo ao longo do 

desenvolvimento até a região posterior. Essas alterações podem ser explicadas por uma 

interferência na proliferação das células regenerativas que ocorre concomitante com o 

início da morte das células digestivas na região anterior do intestino médio das L4 

pouco antes da muda para pupa (Nishiura et al., 2003; Ray et al., 2007; Fernandes et al., 

2014). Em outras palavras, as células digestivas morrendo por efeito do imidacloprid ou 

pela morte celular durante a metamorfose não estão sendo substituídas por novas 

células. 

Nos indivíduos do controle, o número de células digestivas em diferenciação 

aumenta a partir das P24, enquanto a quantidade de células regenerativas diminui. Isso 

pode ser explicado pelo processo de diferenciação celular, onde as células regenerativas 

são “consumidas” por originarem as novas células digestivas dos adultos (Nishiura et 

al., 2002; Nishiura et al., 2003). Nos indivíduos expostos a imidacloprid, as células 

digestivas/diferenciação ocorrem em menores proporções de L4 a RE, enquanto o 

número de células regenerativas aumenta a partir das P24, principalmente nos expostos 

a 15 ppm de imidacloprid. Esses dados mostram que as células regenerativas dos 
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indivíduos expostos ao inseticida não estão se diferenciando, sugerindo que 

imidacloprid interfere na reconstrução do epitélio intestinal, por impedir a diferenciação 

celular em células digestivas. Adicionalmente, a queda do número de células 

regenerativas nas L4 expostas a imidacloprid pode ser explicada por uma redução na 

proliferação dessas células, que ocorre após a passagem de L3-L4 (Ray et al., 2007).  

As células digestivas das L4 estão no início do processo de degeneração que 

ocorre no final da fase de L4 e termina 18 h após a pupação (Nishiura et al., 2003; Ray 

et al., 2007). Como as células digestivas das L4 e PB estão normalmente em processo 

de morte celular (Fernandes et al., 2014), inviabilizou-se a caracterização dos efeitos de 

imidacloprid nessas fases do desenvolvimento ao MET. Nas P24 do grupo controle, 

havia células em diferenciação em maior quantidade, caracterizando a renovação do 

epitélio após a morte das células digestivas larvais no intestino médio de A. aegypti 

(Nishiura et al., 2003; Ray et al., 2007; Fernandes et al., 2014). Entretanto, nos 

indivíduos expostos a imidacloprid, essas células foram alteradas, apresentando 

citoplasma altamente vacuolizado e rompimento da membrana plasmática. Esse aspecto 

de morte celular também foi encontrado nas P48 e nos RE, mostrando que o efeito 

citotóxico do imidacloprid persiste por todo o desenvolvimento, impedindo a 

reconstrução do epitélio digestivo durante a metamorfose de A. aegypti. 

A degeneração das células digestivas larvais tem início na região anterior do 

intestino médio e inicia pouco antes da transição L4-pupa e prossegue até por volta de 

18h após o início da pupação (Nishiura et al., 2002; Nishiura et al., 2003). Entretanto, 

nos indivíduos expostos a imidacloprid, as células (regenerativas e digestivas/em 

diferenciação) TUNEL-positivas apareceram após o final da degeneração das células 

digestivas larvais. Isso sugere que o efeito citotóxico do imidacloprid se iniciou nas 

células regenerativas das L4 e interferiu negativamente mais uma vez na restruturação 

do intestino médio de A. aegypti. Essa interferência diz respeito à fragmentação do 

DNA nuclear, e seus efeitos no metabolismo do intestino médio merecem ser estudados 

no futuro.  

Durante a remodelação do intestino médio de A. aegypti ocorre proliferação de 

células regenerativas. Esse processo ocorre de forma coordenada, tendo regiões de 

proliferação ao longo do intestino, iniciando na região anterior das L4 e prosseguindo 

para a região posterior dos RE (Fernandes et al., 2014). Por isso, interferências nesse 

processo pode comprometer a metamorfose e a sobrevivência do indivíduo, mesmo que 

ele atinja a fase adulta. O imidacloprid diminuiu o número de células fosfohistona H3-
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positivas durante o período de remodelação do intestino médio, com exceção das PB, 

que apresenta um aumento. Esse aumento de células fosfohistona H3-positivas na 

região média posterior das PB indica uma possível resposta aos efeitos tóxicos de 

imidacloprid, na tentativa de repor as células regenerativas perdidas. Por outro lado, a 

diminuição no número de células em proliferação é drástica o bastante para a 

manutenção do intestino médio ao longo da vida do mosquito adulto, pois, não há 

mitose nas células regenerativas dos mosquitos A. aegypti adultos (Brown et al., 1985; 

Hecker, 1977), com exceção dos RE (Fernandes et al., 2014). Apesar de imidacloprid 

agir agonisticamente em receptores nicotínicos da acetilcolina em neurônios (Cassida et 

al., 2004), sua ação sobre a proliferação das células regenerativas pode ter ocorrido de 

forma indireta, ainda desconhecida (Moffett & Moffett, 2005).  

As células enteroendócrinas (FMRF-positivas) estão presentes em todas as 

fases do desenvolvimento de A. aegypti, porém, sempre localizadas na região posterior 

do intestino médio (Moffett & Moffett, 2005). Assim como as células digestivas, essas 

células também se originam da diferenciação das células regenerativas (Illa-Bochaca & 

Montuenga, 2006; Ohlstein & Spradling, 2006), o que supostamente ocorre a partir das 

P24, quando o número dessas células aumenta (Fernandes et al., 2014). Entretanto nas 

L4 tratadas com imidacloprid o número dessas células é maior em comparação ao 

controle e estão localizadas na região mais anterior do intestino médio, o que sugere sua 

participação na remediação dos efeitos tóxicos do inseticida, através dos seus peptídeos 

moduladores, que podem atuar informando os danos causados pelo imidacloprid ou 

estimulando a proliferação celular (Moffett & Moffett, 2005). 

As células enteroendócrinas não se renovam após a metamorfose do intestino 

médio, possivelmente em consequência da não diferenciação das células regenerativas 

sob o efeito do imidacloprid. A falta de células enteroendócrinas pode ser danosa para o 

intestino médio dos adultos de A. aegypti, pois elas são essenciais para a digestão, 

sinalizando informações sobre o tipo, volume e composição do alimento ingerido 

(Brown et al., 1986; Moffett & Moffett, 2005).  

Os dados aqui obtidos mostram que além da letalidade, efeitos subletais de 

imidacloprid no desenvolvimento pós-embrionário do intestino médio de A. aegypti 

podem ser importantes no que se refere ao controle de suas populações. O tratamento 

com imidacloprid afetou a remodelação do órgão, inibindo a proliferação e 

diferenciação das células regenerativas, muitas vezes levando-as a morte. Assim, nossos 

resultados sugerem que imidaclopride exposto às larvas possui alto potencial no 
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controle de A. aegypti, pois mesmo com a emergência dos adultos, o seu intestino médio 

está constituído, na maior parte, por células digestivas mal formadas. Porém, estudos a 

campo devem ser realizados nesse contexto. 
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6. Figuras 

 

 

 

Fig.1. Sobrevivência de A. aegypti submetidos ao tratamento com diferentes 

concentrações de imidacloprid.  
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Fig.2. Montagens totais do intestino médio de A. aegypti nas fases de L4, PB, P24 e P48 

tratados (painel da direita) e não tratados (painel da esquerda) com imidacloprid 15 

ppm. O órgão foi corado com DAPI (azul) para evidenciação dos núcleos das células. 

Seta - célula digestiva ou em diferenciação; ponta de seta - célula regenerativa. Barras: 

60 μm. 
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Fig.3. Número das células digestivas/diferenciação, regenerativas, mitóticas (fosfoH3-

imunorreativas) e enteroendócrinas (FMRF-imunorreativas) no intestino médio de A. 

aegypti em diferentes fases do desenvolvimento (L4, PB, P24, P48 e RE), de indivíduos 

tratados e não tratados com imidacloprid em diferentes concentrações (imid3 e imid15). 

Barras verticais representam o desvio padrão. Médias com símbolos (*) diferem 

significativamente a 5% de significância pelo teste de Tukey.  
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Fig.4. Micrografias eletrônicas do intestino médio de A. aegypti nas fases de L4, PB e 

P24, tratados com imidacloprid. A e B. Região apical das células digestivas de L4, 

destacando numerosos corpos multilamelares (CM) e microvilosidades (m) e região 

basal rica em estruturas semelhantes a vacúolos eletrolucentes (V). C e D. Região apical 

e basal das células digestivas de PB, com microvilosidades alteradas (m) e grandes 

vacúolos eletrolucentes (V) ocupando o citoplasma. E e F. Nas P24, observa-se uma 

fina camada de células regenerativas em diferenciação (r) com o citoplasma tomado por 

imensos corpos multilamelares (CM); membrana citoplasmática rompida (MC) e 

vacúolos eletrolucentes (V) em F. b- lâmina basal; L- lúmen; n- núcleo das células 

digestivas; nr – núcleo das células regenerativas; mu - músculo. 
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Fig.5. Micrografias eletrônicas do intestino médio de A. aegypti nas fases de P48 e RE, 

tratados com imidacloprid. A e B. Nas P48, as células digestivas/em diferenciação são 

eletrolucentes e com citoplasma tomado por vesículas (V) e corpos multilamelares 

(CM). Na região apical observam-se mitocôndrias (setas) nas microvilosidades e no 

lúmen (L). C. Os adultos RE possuem o mesmo aspecto das P48, com citoplasma 

tomado por vesículas eletrolucentes (V), corpos multilamelares (CM) e mitocôndrias 

(setas) no lúmen (L).  
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Fig.6. Células positivas para a reação de TUNEL, fosfoH3- e FMRF-imunorreativas do 

intestino médio de A. aegypti expostos a imidacloprid. A. Núcleos de células digestivas 

(d) e regenerativas (r) de P48, positivas para a reação de TUNEL marcados de verde 

fluorescente. B. Núcleos de células fosfoH3-imunorreativas (setas) na região média 

posterior das PB. C. Células FMRF-imunorreativas (pontas de setas) na região média 

anterior de L4, núcleos corados com DAPI (azul).  
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Resumo 

  

No presente trabalho analisamos a expressão proteica do intestino médio de Aedes 

aegypti durante as fases de larva (quarto instar, L4), pupa e adulta, sendo que na fase 

adulta, foram estudadas fêmeas recém-emergidas (RE), alimentadas com açúcar (AA) e 

sangue (AS). Para separação e identificação das proteínas utilizamos a eletroforese 

bidimensional, seguida da espectrometria de massa. Detectamos 13 spots nas L4, 95 em 

pupas, 90 nos RE e 76 nos AA ou AS. Quarenta e seis proteínas foram identificadas, 

entre elas, 33 foram diferencialmente expressas. No intestino médio das L4 há uma 

maior expressão de serpinas, enquanto que nas pupas, a maioria das proteínas 

identificadas era menos expressa em relação aos RE, AA e AS. A maior parte das 

proteínas ligadas à produção de energia, metabolismo de proteínas, sinalização e 

transporte foram mais expressas nos RE, enquanto que as proteínas relacionadas ao 

processo de tradução tiveram maior expressão nos mosquitos alimentados (AA e AS). 

Pela quantidade de proteínas mais expressas no intestino médio dos RE, sugerimos que 

ele está metabolicamente mais ativo, em comparação com o das L4, pupas e os dos 

mosquitos alimentados (AA e AS). No presente trabalho foram identificadas diversas 

proteínas diferencialmente expressas do intestino médio durante o desenvolvimento e 

alimentação de A. aegypti, sendo um importante passo para a compreensão dos 

processos bioquímicos da digestão em mosquitos. 
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1. Introdução 

 

O mosquito Aedes aegypti é uma espécie altamente antropofílica e 

cosmopolita, sendo um dos principais vetores dos vírus da febre amarela e dengue, 

causadores de grande morbidade e mortalidade humana. Atualmente existem 

aproximadamente 2,5 bilhões de pessoas estão em área de risco e são registrados cerca 

de 500.000 casos de dengue anualmente (Guzman and Kouri, 2002; Alphey et al., 

2013).  

Por ser uma espécie anautógena, as fêmeas de A. aegypti necessitam de realizar 

a alimentação sanguínea para que ocorra o desenvolvimento ovariano, seguido da 

postura de ovos. Após as fêmeas realizarem a alimentação sanguínea, o sangue ingerido 

fica armazenado no intestino médio, onde ocorrem a digestão e a absorção de nutrientes. 

O intestino médio ainda serve como porta de entrada de patógenos (incluidndo o vírus 

Dengue) que podem ser ingeridos juntos com o sangue, o que torna o órgão alvo de 

estudos para se traçar estratégias de bloqueios da transmisão de patógenos (Woodring et 

al., 1996; Black et al., 2002). Embora o genoma do mosquito A. aegypti tenha sido 

sequenciado (Nene et al., 2007), o que possibilitou estudos aprofundados da função 

gênica, através de técnicas como transcriptoma ou microarranjos de RNA (Sessions et 

al., 2009; Baron et al., 2010), devemos levar em conta que os níveis de expressão do 

mRNA nem sempre são equivalentes aos níveis de expressão proteica. Por isso, a 

proteômica é uma ferramenta essencial para demonstrar as modificações na expressão 

gênica ao nível pós transcricional. - 

Vários estudos com expressão gênica de intestino médio de mosquito 

utilizaram uma abordagem proteômica (Bayyareddy et al., 2009; Popova-Butler et al., 

2009; Wasinpiyamongkol et al., 2010; Tchankouo-Nguetcheu et al., 2010; Cancino-

Rodezno et al., 2012; Muñoz et al., 2013). Por exemplo, análises do intestino médio de 

larvas 4º instar (L4) de A. aegypti intoxicados com Cry11Aa, sugerem sua ligação com 

proteínas mitocondriais, assim como o papel essencial da actina e da ATPsintase na 

defesa do organismo contra o estresse oxidativo causado pela toxina (Bayyareddy et al., 

2009; Cancino-Rodezno et al., 2012).  

Durante o ciclo de vida do A. aegypti que inclui a passagem do ambiente 

aquático para o terrestre, o intestino médio sofre várias modificações, incluindo 

modificações morfológicas e de expressão gênica. Essas modificações permitem ao 

inseto mudar sua dieta, quando o mesmo deixa de se alimentar de detritos em 
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decomposição e passa a se alimentar de seiva de vegetais e sangue (no caso da fêmea). 

A alimentação sanguínea causa grandes mudanças morfológicas e bioquímicas no 

intestino médio do adulto, ocorrendo deformação do epitélio e a alta síntese de proteínas 

da membrana peritrófica e de tripsina na região posterior do órgão (Billingsley, 1990). 

Essas peculiaridades da alimentação sanguínea também são o foco de estudos, levando 

em conta que é através do sangue contaminado que ocorre a transmissão dos vírus 

(Muñoz et al., 2013). 

Entretanto, os intestinos médios de fêmeas de A. aegypti submetidos às dietas à 

base de açúcar e sangue (3 e 10 dias após a alimentação), surpreendentemente tiveram 

expressão proteica semelhante, sendo encontradas diferenças apenas quanto à expressão 

das defensinas, que foram mais expressas nos indivíduos alimentados com sangue 

(Wasinpiyamongkol et al., 2010). Apesar disso, deve-se considerar o momento da 

digestão em que foi estudada a expressão gênica, sendo que o intestino médio está em 

alta atividade de síntese 24h após a alimentação de sangue (Hecker et al., 1977; Perrone 

& Spielman, 1988). A expressão gênica no intestino médio também pode também ser 

modificada mediante a presença de patógenos. Em A. aegypti infectados com os vírus 

CHIK e DENV-2, a expressão de uma variedade de proteínas ligadas às vias 

reguladoras, metabólicas e estruturais do intestino médio foi modulada pelos patógenos 

(Tchankouo-Nguetcheu et al., 2010). Além disso, recentemente foram identificadas 

proteínas do intestino médio ligadas à infecação pelo vírus DENV-2, entre elas, a 

enolase, beta-ARK, e caderina, que podem atuar como receptores e o fator de elongação 

EF-1 alfa/Tu, importante para a replicação viral (Muñoz et al., 2013). 

O intestino médio de A. aegypti é completamente remodelado durante a 

metamorfose, quando ocorrem a degeneração do epitélio larval e a formação de um 

novo epitélio a partir da fase de pupa (Nishiura et al., 2003; Ray et al., 2007; Fernandes 

et al., 2014). Esse processo de transformação do intestino médio é bastante complexo, o 

que nos motivou a busca de novas descobertas sobre as alterações nas fases do 

desenvolvimento. O presente trabalho teve como objetivo estudar o perfil proteico do 

intestino médio do vetor A. aegypti nas fases de larva, pupa e adulto (recém-emergidos e 

alimentados com açúcar e sangue). Além disso, examinamos as possíveis funções destas 

proteínas durante o ciclo de vida e a alimentação do mosquito, contribuindo para uma 

melhor compreensão da dinâmica do funcionamento intestino médio em diferentes 

condições alimentares. 
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2. Materiais e métodos  

 

2.1. Mosquitos e extração de proteínas 

Os exemplares de A. aegypti (linhagem PPCampos, Campos dos Goytacazes) 

foram obtidos de uma colônia mantida no insetário do Departamento de Biologia Geral 

da UFV, criados em bandejas de plástico contendo água declorada e alimentadas com 

ração de tartaruga (Reptolife®-Alcon). Os insetos foram mantidos em condições 

controladas de temperatura (25 ± 5oC), umidade relativa (75 ± 5%) e fotoperíodo (12:12 

L:D).  

Foram utilizados de 200 mosquitos de cada fase: larvas de 4º instar (L4), 

fêmeas de pupas entre 24 a 48 horas após a ecdise, fêmeas adultas recém-emergidas 

(RE) e fêmeas adultas com 3-4 dias de idade, mantidas com solução de açúcar (sacarose 

10%) (AA) e fêmeas submetidas à alimentação sanguínea (AS) em camundongo 

anestesiado com Dopalen (Ceva). No caso das AS, os intestinos foram dissecados 24h 

após o repasto, sendo que a matriz peritrófica foi descartada.  

Após a dissecção, os intestinos médios foram transferidos para 50 µL de PBS a 

4 ºC contendo 1 mM de tioureia, 1 mM de benzamidina e 1 mM de fluoreto de 

fenilmetilsulfonila (PMSF), sonicados 3 vezes por 1 min. e centrifugados a 14000 x g, 

por 10 minutos a 4 ºC. No sobrenadante, foram adicionados 150 µL de acetona gelada 

aos intestinos, sendo mantidos a -20 ºC durante 3 h. Após esse período, o material foi 

centrifugado a 14000 x g, por 10 minutos a 4 ºC. O precipitado resultante foi 

ressuspendido em 50 µL de solução de solubilização, composta de 7 M ureia, 2% 

CHAPS (p/v) and 2 M tioureia e quantificados usando o método de Bradford.  

 

2.2. Eletroforese bidimensional (2-DE) e análise das imagens 

A eletroforese 2-DE foi realizada no Laboratório de Proteômica e Bioquímica 

de Proteínas da Universidade Federal de Viçosa, onde foram utilizadas três repetições 

biológicas de cada fase dos indivíduos, e um gel 2-DE foi desenvolvido para cada 

réplica biológica. Cada fita, Immobiline DryStrip pH 3-10, 7 cm (GE Healthcare), foi 

hidratada, por 20 h (durante à noite) com 125 µL de uma solução contendo 85 µg de 

proteínas adicionados de Destreak (GE Healthcare), ditiotreitol (DTT) 40 mM e 2% 

(v/v) de IPG Buffer pH 3-10 (GE Healthcare). A focalização foi realizada com o 

aparelho Ettan IPGphor3™ (GE Healthcare), de acordo com as instruções do fabricante.  
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Após a focalização isoelétrica (IEF), as fitas foram reduzidas por 15 min em 5 

mL de tampão contendo Tris-HCl 75 mM pH 8,8 contendo DTT 1%, ureia 6 M, glicerol 

30% (v/v), SDS 2% (p/v) e azul de bromofenol 0,002% (p/v), em seguinda as fitas 

alquiladas nos mesmo tampão, substituindo o DTT por iodocetamida 2,5%.  A segunda 

dimensão foi realizada em gel de poliacrilamida na presença de SDS (SDS-PAGE) a 

12,5%T. As proteínas foram visualizadas utilizando coloração de coomassie brilliant 

blue (CBB) G- 250 (Neuhoff et al., 1985). Os géis 2-DE foram digitalizadas a 300 dpi 

utilizando Scanner Imagem III (GE Healthcare), e analisados por Image Master III (GE 

Healthcare). O teste de análises de variância (ANOVA) foi feito com o mesmo 

programa (Image Master III). 

 

2.3. Espectrometria de massa 

As identificações dos spots foram realizadas no Centro de Espectrometria de 

Massa da Universidade de Aveiro (Portugal), onde os spots de interesse foram lavados 

três vezes com 25 mM de bicarbonado de amônio/50 % acetonitrila (ACN), uma vez 

com ACN e seco em SpeedVac (Thermo Savant). Foram adicionados aos spots secos 25 

µL de solução de clivagem contendo 10 µg/µL de tripsina porcina (Promega) em 

bicabornato de amônio 40 mM mais 10% de ACN e incubadas por 16 h a 37 ºC.  

A extração dos peptídeos tripsinizados foi realizada por adição de 5 % de ácido 

fórmico (AF)/50% de ACN três vezes e liofilizados. Os peptídeos foram então 

ressuspendidos em 10 µL de ácido formico 0,1% /50% de ACN. As amostras foram 

misturadas (1:1) com matriz ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico preparado em ACN 

50%/AF 0,1 %. Os espectros de massa dos peptídeos foram obtidos num espectrômetro 

de massa MALDI-TOF/TOF (4800 Proteomics Analyzer, Ab Sciex, Europa) no modo 

positivos no intervalo de massa entre 800 e 4500 Da. Os espectros de massa foram 

calibrados internamente com picos de autodigestão de tripsina e da matriz ácido α-

ciano-4-hidroxicinâmico. 

 

2.4. Base de dados  

Os espectros foram processados e analisados pela Global Protein Server 

Workstation (Applied Biosystems), que utiliza o software interno MASCOT (Matrix 

Ciência, Londres, Reino Unido). A tolerância de massas foram de 25 ppm e tolerância 

massa do fragmento de íon foi de 0,3 Da. Identificações positivas foram aceitas com até 

95% de nível de confiança.  
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As proteínas identificadas foram divididas em seis grupos: proteínas 

relacionadas à maquinaria de tradução, proteínas relacionadas desintoxicação celular, 

proteínas relacionadas à produção de energia, proteínas relacionadas com o 

metabolismo de proteínas e aminoácidos, proteínas relacionadas com sinalização e 

transporte, proteínas relacionadas ao citoesqueleto e proteínas com função 

desconhecidas. 

 

3. Resultados 

 

3.1. Separação e identificação de proteínas do intestino médio em gel 2-

DE. 

Em géis de 7 cm com 85 µg de proteínas aplicadas, detectamos 76 spots nos 

AA ou AS, 90 nos RE, 95 em pupas e 13 nas L4. Aproximadamente 17% de todos os 

spots, 46 no total, foram identificados por MS e MS-MS. O banco de dados NCBI foi 

utilizado através do Mascot para cada spot (Tab.1 e 2).  

No perfil proteico das L4, não encontramos muitos spots, o que nos 

impossibilitou de fazer uma análise comparativa com os demais géis, restringindo as 

análises aos indivíduos adultos (AS, AA, RE) e às pupas. Nas pupas e nos RE os perfiz 

são bem parecidos entre si, o que também acontece entre os adultos alimentados (AS e 

AA). As análises dos géis mostraram que os mosquitos alimentados com açúcar e 

sangue expressam menos proteínas em relação aos RE e as pupas, mas algumas delas 

em grandes quantidades, com ponto isoelétrico variando de 3 a 6, enquanto que os RE e 

pupas produzem um número maior de proteínas. (Fig.1, 2 e 3).  

Algumas proteínas foram identificadas em mais de um spot, fato explicado pela 

fragmentação de suas partículas durante a purificação e separação e pelas modificações 

pós-traducionais como a fosforilação e a glicosilação, que podem alterar o ponto 

isoelétrico e a massa das proteínas (Popova-Butler et al., 2009). 

 

3.2. Análise da expressão diferencial de proteínas no intestino médio em 

diferentes fases do desenvolvimento e com diferentes dietas. 

Para analisarmos e compararmos a expressão proteica entre os indivíduos, 

fizemos três géis de cada fase com a mesma quantidade de proteínas (85 µg). As 

análises dos géis permitiram a quantificação e a comparação entre os indivíduos de cada 
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proteína identificada através da intensidade dos spots, demonstradas em imagens 3D 

(Fig.4-10). 

 

3.3. Proteínas relacionadas à maquinaria de tradução.  

Identificamos quatro proteínas envolvidas na tradução: HspA5 (AS16), lepA_II 

(EF4) (AS33) e EF1 (AS55). O nível de expressão de HspA5 e dos fatores de 

alongamento EF4 e EF1 se diferenciaram entre os indivíduos, sendo mais abundantes 

nos AS (P < 0,05) (Fig.4). 

 

3.4. Proteínas relacionadas à desintoxicação celular.  

As nossas análises mostraram diferenças significativas entre os indivíduos com 

relação às proteínas envolvidas na desintoxicação celular (Fig.5). Foram identificadas 

cinco proteínas: catalase, aldo ceto redutase (AKRs), piridina nucleotídeo-dissulfeto 

oxidorredutase e uma glutationa-S-transferase (GST). A catalase, a AKR e a GST são 

mais expressas nos RE, sendo que, a catalase, é inexpressiva nos demais estágios (P < 

0,05). A piridina nucleotídeo-dissulfeto oxidorredutase foi menos expressa nas pupas (P 

< 0,05).   

 

3.5. Proteínas relacionadas com a produção de energia.  

Foram identificadas 13 proteínas relacionadas com a produção de energia, 

sendo quatro delas correspondentes à F1 ATP sintase (RE37, A59, AA46 e AS54) duas 

glicerol-3-fosfato desidrogenase (A1 e A47), duas citrato sintase (RE39 e RE44), duas 

enolase (RE60 e AS30) e creatina quinase (RE64) (Fig. 6). As duas glicerol-3-fosfato 

desidrogenases, a creatina quinase, a enolase do spot RE60 e uma citrato sintase (A39) 

foram mais expressas no RE, enquanto que a outra citrato sintase (RE44) não se 

diferenciou entre os adultos, mas foi menos expressa nas pupas (P < 0,05). Já a enolase 

do spot AS30 foi mais expressa nos adultos alimentados (P < 0,05). 

A expressão da ATP sintase variou entre os spots correspondentes a essa 

proteína nos diferentes indivíduos, sendo ela mais expressa nos RE (RE37 e RE59) e 

nos alimentados AA e AS (AS54), e menos expressa na pupa (AA46) (P < 0,05).  

 

3.6. Proteínas relacionadas ao metabolismo de aminoácidos e proteínas.   

Foram identificadas nove proteínas envolvidas no metabolismo de aminoácidos 

e proteínas: glutamato desidrogenase (RE35), proteína dissulfeto isomerase (PDI) 
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(RE58), aspartato aminotransferase (AS58), duas inibidoras da serino protease (serpin) 

(L81 e L82), três tripsinas serino proteases (AS40, P6) e uma calreticulina (RE34) (Fig. 

7). A glutamato desidrogenase, aspartato aminotransferase e a calreticulina (RE34) 

foram mais expressas nos RE (P < 0,05), enquanto que a PDI foi menos expressa nas 

pupas (P < 0,05). Já as serino proteases tiveram diferenças entre os spots identificados, 

sendo que a proteína do spot AS40 foi mais expressa nos RE e AS, enquanto que a do 

spot P6 foi mais expressa nas pupas (P < 0,05). Embora os géis de L4 não tenham sido 

incluídos na análise comparativa, notamos dois spots diferenciados em relação às outras 

fases, os quais foram identificamos como sendo duas serpinas, que aparentemente estão 

mais expressas nas L4 (Fig. 2).  

 

3.7. Proteínas relacionadas com sinalização e transporte.  

Foram identificadas três proteínas envolvidas na sinalização celular, proteína 

14-3-3 (RE72), proteína 14-3-3 epsilon (YWHAE) (RE71) e a WD40-repeat (RE38). Já 

com relação ao transporte, encontramos a RabGEF (RE48), duas proteínas que formam 

canais iônicos dependentes de voltagem (VDAC) (RE41 e AS62) e uma V-ATPase 

(AS18) (Fig. 8). Os RE possuem maior expressão de ambas as proteínas de sinalização 

e a proteína de transporte RabGEF (P < 0,05). Entretanto, as VDAC se diferenciaram 

entre os spots identificados, onde no spot AS62 foi mais expressa nos AS e AA, 

enquanto que o spot RE41 e a V-ATPase tiveram menor expressão nas pupas (P < 0,05). 

 

3.8. Proteínas relacionadas com o citoesqueleto.  

Foram identificados três spots correspondentes à actina (RE65/AS28, A75 e 

P12) e tubulina (25AS) (Fig.9). As proteínas actina e tubulina são menos expressas nas 

pupas (P < 0,05).  

 

3.9. Proteínas de função desconhecida.  

Foram identificadas duas proteínas que possuem domínio comum de diferentes 

famílias sendo denominadas hexoquinase/HSP70/superfamília actina (RE69 e RE70) 

(Fig.10). Já as hexoquinase/HSP70/superfamília actina, correspondentes aos spots RE69 

e RE70 foram mais expressos nos RE (P < 0,05). 
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4. Discussão 

 

O intestino médio das pupas e dos RE de A. aegypti possuem um perfil 

proteico semelhante, com o número maior de spots em relação aos outros indivíduos, 

enquanto que nos adultos alimentados (AA e AS) observamos uma quantidade maior de 

spots altamente expressos. Isso sugere que as fases de pupa e RE necessitam de uma 

variedade maior de proteínas, que irão atuar na formação e diferenciação das células 

digestivas, enquanto que os intestinos médios dos AA e AS já estão totalmente 

formados, sendo necessária apenas a alta expressão de proteínas específicas para a 

digestão do alimento.  

A HspA5 é uma isoforma da chaperona Hsp70, que auxiliam no dobramento e 

montagem de proteínas, além de direcionar proteínas mal-formadas para degradação 

(Wisniewska et al., 2010). A maior expressão da HspA5 no intestino médio em AA e 

AS reflete a necessidade de maior produção de proteínas específicas para digestão, 

levando em conta que essa é a principal forma da Hsp70 no retículo endoplasmatico, 

essencial para a montagem de proteínas (Hendershot et al., 1994; Brewer & Hendershot 

2005). 

O fator de alongamento EF4 não havia sido relatado em intestino médio de A. 

aegypti (Bayyareddy et al., 2009; Popova-Butler et al., 2009; Wasinpiyamongkol et al., 

2010; Tchankouo-Nguetcheu et al., 2010; Cancino-Rodezno et al., 2012; Muñoz et al., 

2013), e pouco se sabe sobre sua função, mas por ser homóloga à EF1, sabe-se que ele é 

essencial para a síntese proteica e para a viabilidade das células (Fan et al., 2010; Pecha 

et al., 2011). Além disso, foi visto que a expressão da EF1 é aumentada em A. aegypti 

infectados com vírus DENV- 2, provavelmente auxiliando na replicação viral (Muñoz et 

al., 2013). No presente trabalho a alta expressão dos fatores de alongamento nos AS, foi 

compatível com os resultados para HspA5, mostrando que os AS necessitam de maior 

síntese proteica, talvez por ser um alimento mais complexo que açúcar (Billingsley, 

1990). 

Entre as enzimas antioxidantes, a catalase, a AKR e a GST foram muito mais 

expressas nos RE. A catalase e a GST participam no sistema de defesa contra agentes 

oxidantes nos insetos, agindo nas espécies reativas de oxigênio (ROS) (Corona & 

Robinson 2006; Jaramillo-Gutierrez et al., 2009). Entretanto, essas duas últimas podem 

ter funções distintas diante da infecção por patógenos, como visto em A. aegypti 

infectados com vírus DENV- 2 e CHIKV, onde a catalase foi mais expressa no 
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infectado com DENV- 2, enquanto a GST foi mais expressa no CHIKV (Tchankouo-

Nguetcheu et al., 2010). Outra proteína antioxidante ligada à proteção celular é a AKR, 

que tem como propósito principal diminuir os aldeídos e cetonas para álcoois primários 

e secundários, tendo sua expressão aumentada em indivíduos infectados com CHIKV, 

assim como a GST (Altschul et al., 1997; Tchankouo-Nguetcheu et al., 2010). A alta 

expressão das proteínas de proteção contra radicais livres e patógenos pode ter relação 

com a mudança do meio aquático para o terrestre após emergirem, quando deixar de 

viver na água, torna o indivíduo propício a toxinas ou infecções. 

A família da proteína piridina nucleotídeo-dissulfeto oxidorredutase inclui 

oxidases e peroxidases, sendo relacionada com a produção de ATP em Aedes albopictus 

(Saboia-Vahia et al., 2012). A sua baixa expressão nas pupas é explicada por ela está em 

fase de renovação do intestino, sem a ocorrência de digestão e sem a necessidade de alta 

produção de ATP.  

A ATP sintase foi descrita em intestino médio de A. aegypti como proteína 

ligada à produçãode ATP (Michael et al., 2009; Popova-Butler et al., 2009), enquanto 

que as glicerol-3-fosfato desidrogenase, creatina quinase e a citrato sintase são enzimas 

envolvidas na glicólise (Altschul et al., 1997; Thompson, 2000; Kim & Dang, 2005). O 

fato dessas proteínas ligadas à produção de energia ser mais expressas nos RE, nos leva 

a inferir que o final do processo de formação do intestino médio requer uma necessidade 

maior de energia do que o processo digestivo.  

Embora a enolase atue na glicólise, devemos levar em conta que ela é uma 

proteína multifuncional, atuando em outros processos, como na transcrição e regulação 

gênica (Kim & Dang, 2005).  Além disso, foi sugerido recentemente seu papel como 

receptor para o vírus DENV-2, auxiliando-o na infecção do intestino médio (Muñoz et 

al., 2013). Por isso, acreditamos que embora tenha spots de enolase mais expressos nos 

RE e nos adultos alimentados com açúcar e sangue, ela possivelmente está atuando em 

vias diferentes. 

Quando analisamos as proteínas relacionadas ao metabolismo de aminoácidos 

e proteínas, observamos a alta expressão da tripsina serino protease, no intestino médio 

de RE e pupas, mesmo não ocorrendo alimentação nessas fases. Entretanto, essas serino 

proteases podem ser sintetizadas como zimogênios, precursoras inativas que são 

posteriormente clivadas para gerar formas ativas (Altschul et al., 1997). Outro papel 

importante das serino proteases no intestino médio dos insetos é sua participação na 
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resposta imune inata, ativando a cascata de profenoloxidase na hemolinfa (Lehane et al., 

1997; Hamilton et al., 2002; Tong et al., 2005). 

Enquanto que o intestino médio de AA e AS e pupas sintetizam tripsina, a L4 

expressa em grandes quantidades a serpina, uma inibidora de serino protease. Deve-se 

considerar que o processo de metamorfose do intestino médio tem início em L4, 

ocorrendo morte das células digestivas (Ray et al., 2009; Fernandes et al., 2014). Por 

isso sugerimos que as serpinas podem atuar na inibição de proteases de patógenos que 

estariam presentes no lúmen do instestino médio, durante a metamorfose. Além disso, 

devemos acrescentar que, além de regular as proteases, as serpinas estariam inibindo 

também a imunidade inata, atuando na regulação da via de sinalização da 

profenoloxidase, como visto em adulto de Drosophila melanogaster (Suwanchaichinda 

& Kanost, 2009), o que talvez seja necessário durante a histólise do intestino médio. 

Outras três proteínas relacionadas ao metabolismo de proteínas foram mais 

expressas nos RE: glutamato desidrogenase e a aspartato aminotransferase, que atuam 

na organização estrutural dos aminoácidos (transaminação, descarboxilação, 

desaminação oxidativa) (Altschul et al., 1997; Saboia-Vahia et al., 2012) e a PDI, que 

atua na estabilização e junção de proteínas através da formação de ligações dissulfeto, 

ocorrentes no momento da dobra para sua formação tridimensional (Wilkinson & 

Gilbert, 2004). Por ser uma proteína multifuncional a PDI é altamente expressa diante 

da infecção do intestino médio pelo vírus CHIKV, provavelmente atuando na 

replicação, traduzindo e/ou participando da encapsidação viral, se tornando um 

importante alvo de estudo (Tchankouo-Nguetcheu et al., 2010). A alta expressão dessas 

proteínas na fase de RE pode ser explicado pelo intestino médio ainda estar em 

desenvolvimento (Fernandes et al., 2014), sendo necessário a formação de muitas 

proteínas para o término de sua formação. 

Outra proteína diferencialmente expressa no intestino médio de RE foi a 

calreticulina, uma proteína do retículo endoplasmático que atua no dobramento de 

glicoproteínas e homeostase de Ca². A calreticulina também tem funções extracelulares, 

atuando em tumores, cicatrização e reconhecimento de células apoptóticas (Tarr et al., 

2010). Essa proteína parece ter um papel importante nas glândulas salivares de A. 

albopictus durante a infecção pelo vírus DENV-2, onde foi altamente expressa (Zhang 

et al., 2013).  

Assim como as enzimas ligadas à produção de energia e ao metabolismo de 

proteínas as proteínas que participam da sinalização e transporte também foram mais 
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expressas nos RE. As proteínas 14-3-3 e a proteína WD40-repeat são multifuncionais, 

participando de diversos processos e funções biológicas como o ciclo celular, apoptose, 

migração, diferenciação, transdução de sinal e regulação da transcrição, sendo alvo de 

estudos para diversas doenças humanas (Mhawech, 2005; Stirnimann et al., 2010). 

Entretanto, nos intestinos médios de A. aegypti infectados com o vírus CHIKV, as 

proteínas WD-repeat foram mais expressas e se associaram à partícula viral 

(Tchankouo-Nguetcheu et al., 2010), enquanto que as proteínas 14-3-3 tiveram a 

expressão reduzida no intestino médio de A. albopictus infectados com vírus DENV-2 

(Zhang et al., 2013), indicando que possuem papéis diferentes nas infecções, 

dependendo do tipo de vírus. 

Para que os processos de metabolismo proteico e sinalização celular ocorram, 

as células eucarióticas dependem da regulação correta do tráfico de vesículas 

intracelulares, que é responsável pelo armazenamento, digerem e transportam material 

biológico, além de funcionar como compartimentos para reações químicas. As RabGEF 

são responsáveis pela regulação da Rab GTPase, tornando-as determinantes para o 

direcionamento das vesículas, o que seria mais necessário no RE, já que possui maior 

expressão de proteínas de metabolismo proteico e sinalização. (Altschul et al., 1997; 

Blümer et al., 2013).  

As VDACs e as V-ATPases são proteínas responsáveis pelo transporte de íons 

através de membranas. As VDACs regulam o fluxo de metabolitos principalmente 

aniônicos, participam do processo de morte celular induzida por mitocôndrias, sendo 

consideradas responsáveis pela manutenção das funções mitocondriais (Lemasters et al., 

2006). Essas proteínas são as mais abundantes na membrana externa das mitocondrias, 

o que explica sua alta expressão nos AA e AS, já que nas pupas e nos RE o intestino 

médio está em fase de remodelação, contendo um número muito menor de mitocondrias 

e organelas em geral (Altschul et al., 1997; Fernandes et al., 2014). Já as V-ATPase são 

bombas de prótons comuns em células eucarióticas, responsáveis pela acidificação de 

endossomos, lisossomos, vesículas secretoras e homeostase do pH (Wieczorek et al., 

2009). No intestino médio A. aegypti ela foi relacionada à hidrólise de ATP (Michael et 

al., 2009; Popova-Butler et al., 2009) e com a alcalização do lúmen na regiõe anterior 

(Onken et al., 2008). 

A actina é uma das mais abundantes proteínas estruturais das células 

eucarióticas, que junto com a tubulina constituem o citoesqueleto, responsável pela 

dinâmica celular (forma da célula, crescimento celular, divisão, transporte intracelular e 
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diferenciação celular) (Khaitlina et al., 2001). Elas foram menos expressas nas pupas, o 

que é coerente, já que nessa fase o epitélio do intestino médio é formado de pequenas 

células em diferenciação, sendo que quanto menor as células, menos actina seria 

necessária para manter sua estrutura, incluindo as microvilosidades (Fernandes et al., 

2014).  

Com relação às duas proteínas hexoquinase/HSP70/superfamília actina, que 

tiveram maior expressão no RE, devemos considerar que elas podem ter diferentes 

funções, já que possuem um domínio comum para hexoquinase, actina e HSP70 

(Altschul et al., 1997). Podemos sugerir que elas atuam como hexoquinases nos RE, 

atuando no metabolismo de carboidratos, participando ativamente do processo de 

produção de energia, o qual está mais ativo nos RE.  

Após as análises comparativas, podemos sugerir que no intestino médio das 

pupas se inicia a síntese das múltiplas proteínas essenciais para a formação e 

constituição do novo epitélio do intestino médio, mas o pico da expressão dessas 

proteínas ocorre no final do desenvolvimento, correspondente à fase de RE.  

Nos AA e AS, os perfis proteicos do intestino médio foram semelhantes, eles 

possuem menos spots que as pupas e os RE, mas muitos deles com alta expressão. As 

proteínas responsáveis pelo processo de tradução foram mais expressas nos 

alimentados, o que nos permite sugerir uma intensa biossíntese proteica voltada à 

produção de proteínas específicas para a digestão.   

Nosso estudo identificou diversas proteínas diferencialmente expressas no 

intestino médio durante o desenvolvimento e alimentação, sendo um importante passo 

para a compreensão dos processos bioquímicos da digestão em mosquitos. 

Experimentos com manipulação dos níveis das proteínas diferencialmente expressas 

ainda serão necessários para definir o papel do repertório de proteínas no processo de 

desenvolvimento e alimentação dos mosquitos A. aegypti. 
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Tab.1. Proteínas do intestino médio de A. aegypti identificadas por MS/MS 

 

Amostra Código Proteína Sequência Ion Score/C.I. 
% 

Protein 
Score/C.I.,% 

L481 gi|157116805 Serine proteinase inhibitors (serpins) FKIEFDLDLKETLEK 115/100 161/100 

L482 gi|157116805 Serine proteinase inhibitors (serpins) FKIEFDLDLKETLEK 108/100 166/100 

P6 gi|108877579 Trypsin-like serine protease YNNPQFHNDIALVK 58/100 91/100 

RE1 gi|403182713 Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase LISWYDNEFGYSNR 65/100 119/100 

RE3 gi|94468602 Catalase [A. aegypti] IWPQAEFPLIPVGR 28/97 77/99 

RE34 gi|157113061 Calreticulin family FFNDEENDKGLQTSQDAR 30/96 82/100 

RE37 gi|157131648 F1 ATP synthase alpha, central domain. EAYPGDVFYLHSR 55/100 124/100 

RE38 gi|157168005 WD40 FSPNHSNPIIVSAGWDR 61/100 122/100 

RE39 gi|108871874 Citrate synthases ALGVLASLVWDR 60/100 129/100 

RE41 gi|157124666 Voltage-dependent anion channel (VDAC) EFGGLIYQR 35/99 72/99 

RE44 gi|108871874 Citrate synthases LPVVAATIYR 22/90 43/100 

RE47 gi|403182713 Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase LISWYDNEFGYSNR 50/100 50/100 

RE58 gi|108884060 Protein disulfide isomerase (PDI) FVTAQALPLIVDFSHETAQK 68/100 149/100 

RE59 gi|108881686 F1 ATP synthase beta IINVIGEPIDER 21/17 99/100 

RE60 gi|157121051 Enolase GNPTVEVDLVTDLGLFR 88/100 191/100 

RE64 gi|157120956 Arginine or creatine kinase [A. aegypti] AVQQQLIDDHFLFK 43/100 125/100 

RE65 gi|301641424 Actin partial [A. aegypti] SYELPDGQVITIGNER 68/100 125/100 

RE66 gi|157106889 Actin [A. aegypti] SYELPDGQVITIGNER 55/100 133/100 

RE67 gi|108880329 Aldo-keto reductases (AKRs) LVPITSAAGHPYHPFEKEEF 56/100 56/100 

RE68 gi|157114623 Pyridine nucleotide-disulphide 
oxidoreductase 

DGSKQELEFDVLLVSVGR 79/100 145/100 

RE69 gi|108879763 Sugar kinase/HSP70/actin superfamily SYELPDGQVITIGNER 36/98 71/100 

RE70 gi|108879763 Sugar kinase/HSP70/actin superfamily SYELPDGQVITIGNER 63/100 105/100 

RE71 gi|108872600 14-3-3 epsilon LGLALNFSVFYYEILNSPDR 32/97 63/98 

RE72 gi|157114501 14-3-3 protein LGLALNFSVFYYEILNSPDK 125/100 147/100 

RE75 gi|301641424 Actin partial [A. aegypti] SYELPDGQVITIGNER 60/100 88/100 

RE76 gi|157130286 Glutathione S-transferase (GST) LVTLNSEVIPFYLEKLDDIAR 83/100 235/100 

AS16 gi|94468818 HSPA5 IEIESFYEGDDFSETLTR 34/99 34/99 

AS18 gi|312373354 V/A-type ATP synthase catalytic subunit A R.VGYYELVGEIIR.L 41/99 123/100 

AS25 gi|357604983 Alpha_tubulin R.NLDIERPTYTNLNR.L 39/99 105/100 

AS28 gi|158301772 Actin K.SYELPDGQVITIGNER.F 27/99 97/100 

AS30 gi|108882996 Enolase R.GNPTVEVDLKTAKGLFR.A 30/99 95/100 

AS33 lcl|75929 lepA_II (EF4) R.AGQVGYLVCNMRTVK.E 21/99 92/100 

AS62 gi|108882772 Voltage-dependent anion channel (VDAC) K.AMQYLGLMR.S 22/99 84/100 
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Tab.2. Proteínas do intestino médio de A. aegypti identificadas por MS 

 

Amostra Código Proteína Best Protein 
Mass 

Protein 
Score/C.I.,% 

RE35 gi|108873332 Glutamate dehydrogenase 251546 66/99 

AA46 gi|357606304 ATP synthase 59495 129/100 

AS40 gi|108876659 Trypsin-like serine protease 29844 78/100 

AS54 gi|332023250 F1 ATP synthase alpha, central domain 59389 79/100 

AS55 gi|32187519 Elongation factor 1-alpha (EF1-alpha) 32292 62/96 

AS58 gi|108871015 Aspartate aminotransferase (AAT); Provisional 39559 55/83 
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7. Figuras 

 

 

Fig.1. Perfil bidimensional do extrato de proteínas do intestino médio de L4 de A. 

aegypti. Spots identificados estão indicados. 
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Fig.2. Perfil bidimensional do extrato de proteínas do intestino médio dos mosquitos 

adultos de A. aegypti nas fases de pupa e RE. Spots identificados estão indicados. 
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Fig.3. Perfil bidimensional do extrato de proteínas do intestino médio dos mosquitos 

adultos de A. aegypti alimentados com açúcar (AA) (A) e sangue (AS) (B). Spots 

identificados estão indicados. 
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Fig.4. Análise comparativa em 3D dos spots das proteínas do intestino médio do 

mosquito A. aegypti envolvidas na maquinaria de tradução. Em verde o spot da proteína 

identificada em pupas, RE, AA e AS. (*) Spots diferencialmente expressos. 
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Fig.5. Análise comparativa em 3D dos spots das proteínas do intestino médio do 

mosquito A. aegypti envolvidas na desintoxicação celular. Em verde o spot da proteína 

identificada em pupas, RE, AA e AS. (*) Spots diferencialmente expressos. 
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Fig.6. Análise comparativa em 3D dos spots das proteínas do intestino médio do 

mosquito A. aegypti envolvidas na produção de energia. Em verde o spot da proteína 

identificada em pupas, RE, AA e AS. (*) Spots diferencialmente expressos. 
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Fig.7. Análise comparativa em 3D dos spots das proteínas do intestino médio do 

mosquito A. aegypti envolvidas no metabolismo de aminoácidos e proteínas. Em verde 

o spot da proteína identificada em pupas, RE, AA e AS. (*) Spots diferencialmente 

expressos. 
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Fig.8. Análise comparativa em 3D dos spots das proteínas do intestino médio do 

mosquito A. aegypti envolvidas com a sinalização e transporte celular. Em verde o spot 

da proteína identificada em pupas, RE, AA e AS. (*) Spots diferencialmente expressos. 
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Fig.9. Análise comparativa em 3D dos spots das proteínas do intestino médio do 

mosquito A. aegypti associadas ao citoesqueleto. Em verde o spot da proteína 

identificada em pupas, RE, AA e AS. (*) Spots diferencialmente expressos. 

 

 

 

Fig.10. Análise comparativa em 3D dos spots das proteínas do intestino médio do 

mosquito A. aegypti com função desconhecida. Em verde o spot da proteína identificada 

em pupas, RE, AA e AS. (*) Spots diferencialmente expressos. 
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Conclusões gerais 

 

A remodelação do intestino médio de A. aegypti se inicia pouco antes da 

pupação, onde se inicia o processo de morte celular das células digestivas. Os resultados 

de TEM mostram que essa morte celular é mais semelhante à autofagia, e não a 

apoptose dependente de caspase, descrita por outros autores. 

O final da reposição das células regenerativas larvais acontece na fase de pupa, 

18h após a ecdise (Ray et al., 2007), restando assim apenas as células regenerativas que 

se diferenciarão, formando o novo epitélio. Entretanto, ao mesmo tempo em que está 

ocorrendo a morte das células digestivas, as células regenerativas se diferenciam e 

dividem, processos que ocorrem até no início da fase adulta.  

A remodelação do intestino médio de A. aegypti é bastante dinâmica e 

complexa. A divisão das células regenerativas se inicia na região anterior do intestino 

médio das L4 e termina na região posterior nos RE, demonstrando que durante o 

desenvolvimento existem regiões específicas onde as células em divisão se concentram 

no órgão. 

 Além da letalidade, os efeitos subletais de imidacloprid no desenvolvimento 

pós-embrionário do intestino médio de A. aegypti podem ser importantes para o controle 

de suas populações. Isso porque o imidacloprid em concentrações subletais afetou a 

remodelação do órgão, inibindo a proliferação e diferenciação das células regenerativas, 

muitas vezes levando-as à morte. Assim, nossos resultados sugerem que larvas expostas 

ao inseticida possuem alto potencial no controle de A. aegypti, pois mesmo com a 

emergência dos adultos, o seu intestino médio está constituído, na maior parte, por 

células digestivas mal formadas. Porém, estudos a campo devem ser realizados nesse 

contexto. 

 O intestino médio das L4 aparentemente está expressando poucas proteínas, 

enquanto que nas pupas se inicia a síntese das múltiplas proteínas essenciais para a 

formação e constituição do novo epitélio do intestino médio. Entretanto, o pico da 

expressão dessas proteínas ocorre no início da fase adulta, fase final do 

desenvolvimento.  

Já o intestino médio dos mosquitos alimentados (AA e AS), não possui a 

mesma quantidade de spots que as pupas e os RE, mas possui muitos spots que estão 

superexpressos, possivelmente relacionados a proteínas ligadas a digestão de sangue ou 

açúcar. 
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No presente estudo foram mostrados dados importantes sobre a biologia do 

intestino médio do mosquito vetor A. aegypti, confirmando que esse órgão é um alvo 

em potencial para o controle de populações e bloqueio de entrada dos patógenos, através 

de interferências durante a metamorfose do órgão. Contudo, a manipulação das 

proteínas diferencialmente expressas e a Identificação de marcadores moleculares são 

necessárias para definir a dinâmica do intestino médio de A. aegypti. 

 

 
 


