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Resumo

FERNANDES, Kenner Morais, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2014.
Caracterizacdo morfolégica e da expressdo de proteinas no intestino médio de
Aedes aegypti durante a metamorfose e submetido a diferentes dieta®rientador:
Gustavo Ferreira Martins.

Ao longo do seu desenvolvimento pds-embrionario, 0 mosdeties aegyptpassa

parte do seu ciclo de vida no ambiente aquatico, sendo que suas larvas se alimentam de
microrganismos e matéria organica em decomposicao. Apos a metamorfose, os adultos
alados emergem, e passam a se alimentar de seiva. Para maturacdo dos ovos, as fémeas
de A. aegyptinecessitam do repasto sanguineo. Essa plasticidade quanto ao tipo de
alimentacéo s6 é possivel gracas as modificac6es que o intestino médio sofre ao longo
da metamorfose, permitindo a adaptacdo do inseto a diferentes dietas dependendo da
fase do desenvolvimento. Apds a ingestdo, o sangue € armazenado e digerido no
intestino médio, que € o primeiro 6rgdo do inseto que diversos virus, como por
exemplo, virus Dengue e da febre amarela, sdo capazes de infectar o hospedeiro. No
epitélio do intestino médio dA. aegyptiha trés tipos celulares: células digestivas
(responsaveis pela digestdo e absorcdo de nutrientes), regenerativas (células
indiferenciadas) e enteroenddcrinas (secretoras de neuropeptidaasinte a
metamorfoseas células digestivas d&. aegyptisdo substituidas por novas células
digestivas adultas através da diferenciacdo das células regenerativas. No presente
trabalho aspectos morfolégicos e bioquimicos referentes a metamorfose do intestino
médio foram investigados, incluindo a diferenciagdo e a divisdo das células
regenerativas, e o numero de células enteroenddcrinas em diferentes fases do
desenvolvimento dA. aegypti(larva 4° instar - L4, pupa branca - PB, pupas 24h -P24 e
48h -P48 apoés a ecdise e adultos recém-emergidos - RE). Adicionalmente, a expressao
de proteinas sintetizadas pelo 6rgdo nessas fases e em fémeas adultas submetidas as
dietas a base de acucar (AA) e de sangue (AS) foi estuBadaorte das células
digestivas e a proliferacdo das células regenerativas ocorrem de forma ordenada, em
regides especificas do 6rgdo, iniciando na regido anterior das L4 e passando para a
regido posterior nas P48 e RE. Os efeitos subletais do inseticida neocotinoide
imidacloprid também foram testados no processo de remodelargem do intestino médio

deA. aegypti Para isso, larvas 3° instar (L3) foram tratadas com duas concentracdes (3
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e 15 ppm) do inseticida e o intestino médio foi analisado nas fases seguintes. Mesmo
em concentragbes subletais, o imidacloprid alterou o processo de remodelacdo do
intestino médio, inibindo a proliferacdo e diferenciacdo das células regenerativas, e
causando danos ao DNA nuclear delas, como atestado pela reacdo de TUNEL. Essa
inibicAo acarretou a diminuicdo das populacbes das células digestivas e
enteroendocrinas, sendo que o intestino médio dos RE é constituido, na maior parte, por
células digestivas vacuolizadas e mal formadas. O imidacloprid possui potencial no
controle deA. aegypti pois, mesmo que o individuo chegue a fase adulta, do ponto de
vista morfolégico, seu intestino aparentemente ndo esta apto para o processo de
digestdo. O intestino médio dd&¥E possui maior expressao de proteinas ligadas a
producdo de energia, metabolismo de proteinas, sinalizacdo e transporte celulares. Os
intestinos médios de AA e AS expressam mais proteinas ligadas ao processo de
biossintese de proteinas. Nas pupas se inicia a sintese das mdultiplas proteinas essenciais
para a formacdo e constituicdo do novo epitélio do 6rgdo, mas o pico da expressao
dessas proteinas ocorre no final do processo de formacdo do érgédo no adulto recém-
emergido. Ja nos AA e AS h4 alta expressao de proteinas importantes para a digestédo de
aclcar e sangue, respectivamente. O presente trabalho € amplo, tratando de aspectos
morfolégicos e bioquimicos do intestino médio Ae aegypti incluindo parte do
repertorio de proteinas diferencialmente expressas no 6rgdo durante o desenvolvimento
pos-embrionarioe em diferentes condicfes alimentares. Processos morfofisioldgicos
que ocorrem ao longo do desenvolvimento e funcionamento desse 6rgao sdo cruciais

para a sobrevivéncia dessa espécie vetora e sao discutidos aqui neste trabalho.
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Abstract

FERNANDES, Kenner Morais, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2014.
Morphological characterization and expression of proteins in the midgut oAedes
aegypti during metamorphosis and subjected to different dietsOrientador: Gustavo
Ferreira Martins.

The larvae of the yellow fever mosquitedes aegyptiive in the water, feeding on
microorganisms and organic matter decomposition. After metamorphosis, adults emerge
and feed on sap. However, for the maturation of eggsAtteegyptifemales 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 digestedmidgut, which is the

first organ viruses, such as Dengue, yellow fever and other infect. The midgut
epithelium ofA. aegypticomprises 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 regenerata/drone

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 pigaWP 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 saighblood-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 begirthe anterior region of

the larval midgut, moving to the posterior region in P48 and Ni. 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 BE 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 oNE 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 isa 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 ofA. aegyptiare 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.



1. Introducéo

1.1. MosquitoAedes aegypti

O Aedes aegyptique é originario da Africa, e apesar do seu nome comum ser
“mosquito da febre amarela”, hoje a maior preocupacgdo na saude publica € por ele ser 0
principal vetor da dengue. Isso devido a eficacia da vacina contra a febre a amarela,
tornando-a menos preocupante, embora ocorram alguns casos (Barrett & Higgs, 2007;
Powell & Tabachnick, 2013).

O mosquitoA. aegyptipertence a ordem Diptera, subordem Nematocera,
familia Culicidae, subfamilia Culicinae, tribo Aedini, GéneAedes, Subgénero
StegomyigConsoli & Oliveira, 1994) e é caracterizado pela sua adaptacdo ao ambiente
urbano (Silva, 1994; Paupy et al., 2000)A aegyptié umaespécie doméstica, que se
reproduz preferencialmente em agua paradéimpa, acumulada em recipientes
fabricados pelo homem, como latgseus, vasos etc, dentro ou perto das habita¢des.
Essa caracteristica faz com que esse vetor seja cada vez mais abrangente, ja que o
crescimento e urbanizacdo das populacbes nas areas tropicais ocorrem sem
infraestrutura de saneamento, ampliando a ocorréncia de dengue (Gubler, 1989; Rebélo
et al.,1999; Silva et al., 2008).

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

e o ciclo de vida compreende quatro fases: ovo, larva (quatro estagios larvarios), pupa e
adulto (Consoli & Lourengo-de-Oliveira, 1994).

Os ovos sdo muito resistentes a dessecacdo, 0 que permite seu transporte para
grandes distancias, em recipientes secos, sendo o principal meio de dispersdo. Mesmo
apos longo periodo de dessecacdo, assim que entram em contato com a agua 0S ovos
eclodem iniciando a fase larval (Neves & Silva 1995, Consoli & Lourengo-de-Oliveira
1994; Eiras, 2005).

As larvas passam por quatro estadios (L1, L2, L3, L4), que varia entre cinco a
sete dias, dependendo da temperatura, alimentacéo e densidade larval no criadouro. Essa
fase é o periodo de alimentacao e crescimento, se alimentando de substancias organicas,
bactérias, fungos e protozoarios existentes na agua (Neves & Silva, 1989; Consoli &
Lourencode-Oliveira, 1994).

Apds o quarto estadio, a larva passa para o estagio de pupa, ultimo estagio
aquético, que pode durar em condicdes favoraveis de temperatura dois dias. As pupas

nao se alimentam e por isso raramente séo afetadas pela acédo de inseticidas. Essa fase é
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de extrema importancia, pois € 0 momento que ocorrer a metamorfose do estagio larval
para o adulto (Neves & Silva, 1989; Consoli & Louredggliveira, 1994).

Na fase adulta, tanto os machos quanto as fémeas se alimentam de néctar e
suco vegetais até a fase de acasalamento. Apos o0 acasalamento a fémea necessita de
sangue para a maturagao dos ovos, onde a busca desse alimento ocorre durante o dia (ao
amanhecer e ao anoitecer) (Gadelha & Toda, 1985).

As fémeas deA. aegyptisdo preferencialmente antropofilicas, apresentam
habito alimentar diurno, intra e peridomiciliar, com picos pré-crepusculares. Apos a
alimentacdo sanguinea (hematofagia), as fémeas buscam locais para oviposi¢do, onde
seus ovos sao postos isoladamente nas paredes internas dos recipientes, proximos a
laminas d’agua, que servirdo de criadouros para o desenvolvimento de suas formas
imaturas (quatro estadios larvais e pupa). Os criadouros dos mogguiegyptisdo
muitasvezes artificiais (pneus, latas, garrafas, calhase outros recipientes) geralmente
situados nas proximidades das habitacbes humanas, mostrando que seu habitat esta
diretamente relacionado as condicbes oferecidas pelo homem em seu ambiente
domiciliar (Gadelha & Toda, 1985).

O mosquito adulto vive cerca de 30 dias e a cada oviposicao, a fémea coloca
em torno de 50 a 200 ovos. Além disso, ela copula apenas uma vez com o macho,
armazenando 0s espermatozoides em sua espermateca, realizando inUmeras posturas no
decorrer de sua vida (Gadelha & Toda, 1985). No caso do mosquito infectado pelo virus
dengue, ele pode ser transmitido diretamente para sua progénie através dos ovos,
caracterizando a transmissédo vertical (transovariana), onde uma parte de seus
descendentes ja nasce infectado (Consoli & Lourenco-de-Oliveira, 1994).

Apoés ingestdo de sangue contaminado com o virus da dengue, as particulas
virais precisam se ligar a receptores especificos do intestino médio do mosquito para
estabelecer a infeccdo no 6rgédo e, posteriormente, se replicar nas ceélulas epiteliais
intestinais para poderem entéo, deixar o intestino. Uma vez que o virus consegue deixar
o intestino, ele passa para a hemocele podendo infectar érgdos secundarios como 0s
ovarios e o corpo gorduroso. Por fim, é necessario estabelecer a infeccdo na glandula
salivar. Para que esse mosquito seja considerado apto a transmitir o virus, particulas
virais precisam ser eliminadas juntamente com a saliva durante o repasto sanguineo em
um hospedeiro vertebrado (Hardy et al., 1983, Woodring et al., 1996, Black IV et al.,
2002).



Muitas doengas transmitidas por virus, 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 transmissao, ainda nao esta disponivel
uma vacina eficaz. A dengue possui caracteristicas clinicas amplas, variando de formas
assintomaticas ou oligossintomaticas até as formas graves e letais, causando morbidade
e mortalidade humana, tendo aproximadamente 2,5 bilhGes de pessoas estdo em area 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 adultosAdeaegypi constitui-se de um tubo
delimitado por um epitélio simples, responsavel pela producdo de enzimas digestivas e
absorcdo dos produtos digeridos. Dentre as células principais que compde o epitélio
intestinal estdo as células digestivas. Essas células séo cilindricas, altas e apresentam
microvilosidades em sua porcao apical, enquanto que na regido basolateral, se observa
inimeras invaginacbes de membrana. Além das células digestivas, o epitélio do
intestino médio deA. aegyptié composto de mais dois tipos celulares, as células
regenerativas e as enteroenddcrinas (Hecker et al., 1971; Hecker, 1977; Brown et al.,
1985; Billingsley, 1990) que serao discutidas adiante.

O intestino médio na fase larval dos mosquitos é um tubo com diametro
recativamente homogéneo, enquanto que o dos mosquitos adultos, indluaedyypti
pode ser divido em regido anterior e posterior de acordo com a morfologia das células
epiteliais, onde a regido anterior do intestino médio do adulto esta localizada no térax e
corresponde a mais delgada. Ja o intestino posterior se localiza no abdémen e possui a
formato de um saco aberto e expansivel, participando ativamente do processo de
digestéo de sangue (Billingsley, 1990).

O intestino médio posterior de aegyptiatua na sintese de enzimas digestivas
e absorcdo de nutrientes. Suas células sofrem deformacdes quando o sangue é ingerido,
e esse estresse mecanico € compensado pela presenca de juncdes intercelulares na
membrana celular lateral que mantém as células unidas (Billingsley, 1990). Além disso,
elas sao responsaveis pela formacao da matriz peritréfica (Hecker, 1977), que em geral
comeca a ser sintetizada em torno do bolo alimentar logo nos primeiros 30 minutos apos
a ingestdo do sangue. Muitas func¢des tém sido propostas para a matriz peritrofica dos

mosquitos como: protecdo fisica e contra patdgenos, filtro semipermeavel para as
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proteinas do sangue e enzimas digestivas ou uma barreira de retencdo para manutencao

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

1.3. Células enteroenddcrinas

O intestino médio é considerado o maior érgado endécrino dos mosquitos pela
abundancia de células enteroendocrinas, que apresentam positividade para alguns
horménios peptideos encontrados em mamiferos, como por exemplo, o polipeptideo
pancreatico e o FMRFamida (fenilalanina-metioninaarginina-fenilalanina-amida)
(Moffett & Moffett, 2005). Estima-se que existam pelo menos 500 células
enteroendocrinas no intestino médio de fémeas adultds degypti sendo que esse
nameroé reduzido em torno de 45% nas primeiras seis horas apds o repasto sanguineo
(Brown et al., 1985; Glattli et al., 1987). Apesar de estar em namero expressivo, funcao
dessas células nédo € conhecida.

O numero de células enteroenddcrinas varia de acordo com a idade das fémeas
de A. aegypti sendo maior em fémeas recém-emergidas em comparacdo com fémeas
alimentadas com dieta a base de acguUcar, este niumero diminui ainda mais cerca de seis
horas ap0s o repasto sanguineo. Além de diminuir em namero, a imunorreatividade das
células enteroenddcrinas também diminui logo apds o repasto, sugerindo que 0s
peptideos sejam secretados para a hemolinfa em decorréncia da distensdo do intestino
médio logo apds a alimentacdo sanguinea (Brown et al., 1986; Moffett & Moffett,
2005).

Pelo menos dois tipos de células enteroenddcrinas foram descritds em
aegypti de acordo com a imunomarcagdo para anticorpos contra 0 neuropeptideo
FMRFamida: as células claras e as células escuras (marcadas fortemente), sendo que
aproximadamente 25% dessas células sdo encontradas adjacentes as células
regenerativas. Ambos os tipos podem ser ainda subdivididos em células abertas, que séo
afiladas na base e dilatadas na regido apical, localizadas preferencialmente na superficie
luminal com microvilosidades; e células fechadas, restritas a base do epitélio e sem
microvilosidades (Brown et al., 1985). Além de serem positivas para FMRFamida, elas
sdo também positivas para o neuropeptideo SCP-1 (peptideo cardioativo, do inglés:
small cardioactive peptide porém, nos individuos adultos dos dois sexos, essas
marcacdes para os dois peptideos estdo concentradas na regido posterior do intestino
médio (Moffett & Moffett, 2005).



Devido ao padrao de imunomarcacdo e sua localizacdo coincidente com as
fibras musculares, supostamente as células enddcrinas atuam no nivel paracrino. Nesse
sentido, acredita-se que elas regulam as funcdes do epitélio digestivo e das células
musculares, além de secretarem sinais ha hemolinfa como uma fofesldackpara
0 sistema nervoso central, outras regides do sistema digestivo e corpo gorduroso. Esses
sinais representariam informagdes sobre o tipo, volume e composicao do alimento
ingerido. Outra caracteristica que reforca essas hipdteses é o fato dessas células
apresentarem projecfes para a luz intestinal, que poderiam representar locais de
liberacdo de peptideos moduladores, que atuariam no espaco ectoperitréfico (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 sédo encontrados ao longo de todo intestino médio dos insetos,
incluindo os mosquitos (Brown et al., 1985; Hecker, 1971; Hecker, 1977), sendo
fundamentais para a renovacdo do epitélio digestivo (revisado por Billingsley &
Lehane, 1996).

A renovacdao das células digestivas ocorre durante todo o desenvolvimento pos-
embrionario dos insetos através da diferenciacdo das células regenerativas (Baldwin &
Hakim, 1991; Baldwin et al., 1993; Loeb et al., 1999), que foram estudada em vérias
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 lepidopteroslyalophora cecropiae Manduca sextao
crescimento do epitélio do ventriculo ocorre pelo aumento das células existentes ou
através da reposicdo das células diferenciadas por uma populacdo de células
regenerativas (Judy & Gilbert, 1970; Baldwin et al., 1996). Entretanto, ndo se tem
conhecimento sobre a fonte das células regenerativas que aparecem durante esse
processo. EnA. aegypti,ndo ha relatos de migracdo de células da hemolinfa para o
intestino médio, mas, durante cada ecdise foi previamente descrito uma pequena
populacdo de células regenerativas basais que é mantida e aparentemente essas células

originavam novas células digestivas durante cada ecdise. Além disso, ndo se observou
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figuras de mitose no periodo de intermuda, sugerindo que elas apareceram antes ou
durante a ecdise subsequente (Baldwin & Hakim, 1991).

A deteccdo da proliferacdo das células regenerativas ainda é bastante limitada
pelo fato das mesmas se dividirem pouco e em curtos periodos do desenvolvimento
embriondrio dos insetos. Erdrosophila melanogasterfiguras de mitoses sé&o
raramente observadas em adultos, contudo, a marcacao de proteinas relacionadas com
processos mitoticos, como a fosfo-histona H3, mostrou que ocorre divisdo das células
regenerativas (Micchelli & Perrimon, 2006). A condensacdo da cromatina durante o
ciclo celular envolve a fosforilacdo da proteina nuclear histona H3 que é fosforilada em
trés sitios (Serl0, Ser28 e Thrll) em diferentes organismos (Dai et al., 2005), inclusive
D. melanogastefMichelli & Perrimon, 2006). Eh A. aegyptia ocorréncia ou nédo de
mitose ainda nao foi testada, mesmo ja tendo sido descrito demonstrado uma possivel
proliferacéo das células regenerativas na metamorfose do intestino médiaetgy/pti
(Ray et al., 2007).

1.5. Modificacdes do intestino médio durante o desenvolvimento pos-
embrionério

Durante a metamorfose dos insetos holometdbolos, o trato gastrointestinal é
completamente remodelado, muitas células novas sdo formadas, enquanto outras
morrem e algumas apenas se diferenciam (Buszczak & Seagraves, 2000). Essas
modificacdes estao ligadas a alterac6es na alimentacdo, 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 holometabolos, é histolisado e a sua reorganizacéo ocorre
pela diferenciacdo das células regenerativas, para atender as exigéncias nutricionais dos
insetos, que sado diferentes entre a larva e o adulto. No caso especifico de mosquitos
hematofagos como @é. aegypti a alimentacdo larval, que € baseada em matéria
organica em decomposicdo, passa a ser de fluidos ou seivas vegetais e sangue nos
adultos (Nishiura et al., 2003; Ray et al., 2007).

A renovacao das células digestivas do intestino médib. degyptise inicia
pouco antes da ecdise (transi¢cdo larva-pupa) através do processo de morte celular das
células digestivas, descritoomo “morte celular programada” (apoptose caspase-
dependente) (Nishimura et al., 2003; Lockshin & Zakeri, 2004; Wu et al., 2006). Nesses
trabalhos mostrou-se a presenca de fatores ligados a ativagdo de caspases durante o

processo de morte das células digestivas, o que para o intestino médio de insetos pode
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ndo ser satisfatorio 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 médid. daelanogasterexiste alta
atividade de caspases, mas elas nd@weslacionadas com o processo de morte celular
das células digestivas larvais.

Em geral o desenvolvimento do epitélio do intestino médio dos insetos durante
a metamorfose ndo ocorre de forma homogénea (Cruz-Landim et al., 1996; Pinheiro et
al., 2006 Nardi et al.,, 2010), e culmina com a formacdo de duas regides distintas
considerando a densidade das diferentes populagdes celulares. Essas particularidades
sdo evidenciadas também no desenvolvimento larvah.deegyptie Culex pipiens
onde o crescimento da regido anterior do intestino médio ocorre pelo aumento do
tamanho das células digestivas, enquanto na regido posterior ocorre aumento no nimero
das mesmas (Ray et al., 2007).

Varios trabalhos relatam a diferenciacdo e proliferacdo das células
regenerativas (as vezes consideradas células-tronco), no desenvolvimento de insetos
(Butterworth et al., 1988; Nishimura et al., 2003; Wu, 2006; Ray et al., 2007; llla-
Bochaca & Montuenga, 2006). Muitos desses trabalhos langcaram méo da utilizacao de
BrdU (5-bromo-2-deoxiuridina). A incorporacdo desse componente no DNA das células
regenerativas indicou que as divisbes das células regenerativas foram intensas em L4
(48 horas apoés a ecdise) Aleaegypti 0 que seria uma preparacao para a formacéo das
novas células do intestino do adulto durante a pupacédo (Ray et al., 2007). Porém, as
células digestivas do intestino médio sao poliploides, sendo a sintese de DNA comum
ao longo da diferenciacdo das células regenerativas, e os métodos de investigacao
utilizados como, por exemplo, a incorporacdo de BrdU, sdo penas sugestivos quanto a
ocorréncia de proliferacdo, ndo comprovando que as mesmas passaram pelo periodo S
da mitose (Butterworth & Rasch, 1986; Butterworth et al., 1988; Ray et al., 2007).

1.6. Controle bioldgico

Atualmente, o alvo mais vulneravel na cadeia de transmisséo do virus ®ENV
0 vetor, e por isso, 0 controle vetorial é a forma mais eficaz de prevencao, a qual é
integrante de muitos programas de saude. Entretanto, esse controle ndo pode depender
de um sé método, ele deve dispor de varias alternativas, adequadas a realidade local,
que permitam sua execucdo de forma integrada e seletiva. Para o controle eficaz é

necessario alguns componentes como o controle biolégico e o controle quimico com
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uso de inseticidas e repelentes, as armadilhas e o manejo da resisténcia a inseticidas
(Tauil, 2002; Braga, 2007).

O controle quimico 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 Saude exalta a utilizacdo desses compostos para a reducdo da
populacdo de mosquitos e dessa maneira evitar a ocorréncia de transmissao de virus
Dengue (Brasil, 2009).

Entre os inseticidas, o grupo dos neocotinoides foi 0 que mais cresceu no
mercado, tendo como seu precursor comercial o imidacloprid. Assim como a nicotina,
0S neonicotinoides atuam no sistema nervoso central dos insetos como agonistas da
acetilcolina nos receptores nicéticos pos-sinapticos (Nauen & Denholm, 2005). Além
disso, 0s neonicoticoides podem causar danos ao intestino médio, como vigisem
melifera(Hymenoptera), onde as células digestivas e regenerativas ficaram altamente
vacuolizadas no tratamento cotmamethoxam(Oliveira et al., 2013; Catae et al.,
2014).

Inseticidas neurotdxicos pertencentes aos grupos dos organofosforados e
piretréides sdo 0s compostos mais usados no contrdde aegypti.Entretanto, o uso
indiscriminado desses inseticidas nos ultimos 30 anos tem ocasionado aumento nos
niveis de resisténcia em popula¢ées de mosquitos em regides da Asia e América Latina
(Rodriguez et al., 2007; Martins et al., 2009; Lima et al., 2011). Tais evidéncias s&o
preocupantes, o que motiva a identificagdo de compostos capazes de substituir esses
inseticidas comumente utilizados no seu controle.

O neonicotinoide imidacloprid apresenta um amplo espectro de atividade,
persisténcia, versatilidade de aplicagdo na agricultura e por isso, embora imidacloprid
possua baixa atividade larvicida e pupicida em comparacdo a outros inseticidas, seus
efeitos subletais podem ser importantes na reducéo de populagdesedypti(Elbert
et al., 2008; Jeschke et al., 2008; Tomé et al., 2014). Essa reducdo na populacdo pode
estar relacionada com as alteragbes causadas pelo imidacloprid no intestino médio, o
que ja foi descrito na bara@romphadorhina portentosande ocorreram alteracées no
metabolismo de carboidratos e na absorcéo de glicose (Sawczyn et al., 2012).



1.7. Estudosde prote6mica

O genoma de um organismo € praticamente estatico e constante em todas as
células somaticas. Por outro lado, o perfil da expressao de proteinas é extremamente
variavel em distintas situacdes ou diferentes tipos celulares em um mesmo organismo,
constituindo-se em um fluxo dindmico respondendo a estimulos internos e externos
(Wasinger et al., 1995; Wilkins et al., 1996

Impulsionada pelo crescente numero de informacbes obtidas a partir de
sequéncias de DNA, a protedmica tornou-se uma das areas mais importantes para
caracterizacdo da funcdo de genes, de intera¢des funcionais entre proteinas, e para
fornecer uma visdo dos mecanismos dos processos biologicos (Zh2@D2). Assim,

o proteoma pode definir o perfil de proteinas expresso em um tecido, célula ou sistema
biolégico em um dado momento (Westermeier & Naven, 2002).

Para a andlise protebmica, a eletroforese bidimensional (2-DE) e a
espectrometria de massa sdo ferramentas versateis e sdo amplamente usadas. A
eletroforese 2-DE aplica-se principalmente ao estudo funcienadmparativo da
expresséo proteica (Mann et al., 2001; Henzel et al., 2003).

As proteinas diferencialmente expressas, separadas por eletroforese 2-DE, séo
identificadas por espectrometria de massa (MS) (Yates et al., 2005). Inicialmente s&o
utilizados equipamentos do tipo MS-TOF que geram um padrdo de massa molecular de
peptideos tripticos da proteina de interesse, padrdo que é comparado com bancos de
sequéncias de proteinas traduzidas a partir de sequencias génicas einlisiidasou
comparado com bancos peptidicos obtidos através de similaridade, denommaades
fingerprinting (James et al., 1993).

A utilidade da protedmica ndo se limita a expresséao diferencial, como ocorre
na analise do transcriptoma. A protebmica permite, ainda, detalhar espacialmente
alteracbes na expressao (por fracionamento celular), alteracbes na proteina apds a
traducdo, e alteracdes nas interagdes proteina-proteina, com resolucdo temporal (Cox &
Mann, 2007).

O intestino médio de mosquito&. aegypti sofre metamorfose e muitas
modificacdes estruturais durante o desenvolvimento, as quais podem ser uma adaptacao
a mudanca no tipo de di#e As larvas se alimentam de microorganismos e particulas
organicas, enquanto que os adultos se alimentam de seiva vegetal e no caso das fémeas,

também de sangue (Billingsley, 1990; Merritt et al., 1992).



Embora a fase larval d&. aegyptiseja um periodo de crescimento, nessa fase
a dieta é pobre em carboidrato, e o acgucar utilizado pela larva é fornecido pelas dietas
ricas em aminoacidos (Merritt et al., 1992). Corroborando isso, o perfil das enzimas
digestivas sintetizdas pelas larvas de mosquitos indica que ele estd equipado para
hidrolisar as principais classes de nutrientes, como hidratos de carbono e proteinas.
Entretanto a produgcdo de enzimas digestivas nas larvas pode ser diferente entre as
regides anterior e posterior, sendo que a regido anterior possui um pH alcalino de 10,5,
Otimo para a atividade da quimotripsina, enquanto a regido posterior possui um pH entre
7 e 8, adequado para a funcao da amilase (Merritt et al., 1992).

ApoOs o0 crescimento, as larvas originam pupas, as quais ndo se alimentam. E
nessa fase onde ocorre a metamorfose, incluindo o remodelamento do intestino médio
(Ray et al., 2007), e possivelmente a biossintese de proteinas essenciais na regulacdo do
desenvolvimento.

Na fase adulta o intestino médio dos mosquitos € dividido em duas regides,
anterior e posterior, onde apenas a regido posterior esta envolvida na digestdo de
sangue. Embora a principal enzima do sistema digestivo dos mosquitos seja a tripsina, a
presenca de glicosidases na regido anterior do 6rgdo suporta a hipotese da sua
participacdo na digestdo de carboidratos (Billingsley, 1990). Duas horas apods a
alimentacdo sanguinea no intestino médio das fémeas, se inicia a sagesecedo de
tipsina, aminopeptidase e precusores da membrana peritréfica para o limem do 6rgéo.
Essa sintese aumenta 10 horas apods a alimentacdo sanguinea, evidenciando vesiculas
secretoras de tripsina na regido posterior (Billingsley, 1990).

As regides do intestino médio dos mosquitos funcionam de forma independente
uma da outra, podendo variar sua expressao proteica dependendo do tipo de dieta e da
fase do desenvolvimentieérritt et al., 1992Billingsley, 1990; Billingsley & Hecker,

1991). EmAnopheles stephensa atividade da tripsina foi restrita ao limen da regiao
posterior do intestino médio e sua atividade foi observada apenas em individuos
alimentados com sangudilfingsley & Hecker, 1991) Ja a aminopeptidase eoa
glicosidase, foram identificadé@nto na regido anterior quanto na posterior, mas apos a
alimentagdo com sangue, elas aumentam a atividade, e sédo detectadas no lumem da
regiao posterior do intestino médmil{ingsley & Hecker, 1991)

A partir de 2009 vérios estudos do intestino médio de mosduitegypti
utilizaram uma abordagem protedmica. O primeiro trabalho analisou o perfil proteico

das vesiculas de membrana da borda escova do intestino médio de larvas 4° instar, o
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qual identificou diversas proteinas, mas se observou a predominancia da arginina
quinase, actina e um alérgeno (Popova-Butler et al., 2009).

Outros estudos de prote6mica com intestino médio de larvas 4° inshar de
aegypti,foram realizados buscando conhecer melhor os efeitos da OxthlAa de
Bacillus thuringiensis sobre as células intestinais. Nesses trabalhos, sugeriram a relacéo
da CryllAa com proteinas mitocondriais, actina, ATPsintase e sua ligagdo com a
tripsina serino protease, mostrando a importancia da protebmica nas analises
toxicoldgicas (Bayyareddy et al., 2009; Cancino-Rodezno et al., 2012).

J& no intestino médio dA. aegypti adulto, a abordagem prote6mica foi
utilizada para evidenciar as proteinas diferencialmente expressas em mosquitos
alimentados com acucar e sangue. Entretanto, o perfil proteico foi semelhante nas duas
dietas, com diferencas apenas na expressao de defensinas, que foram mais expressas
mediante a alimentac¢do sanguinea (Wasinpiyamongkol et al., 2010).

Através da protedmica, diversas informacdes também foram obtidas a respeito
da infeccdo viral no intestino médio de aegypti Em um trabalho foi realizada
comparacao da infeccdo de dois tipos virais, Chikungunya e Dengue 2, onde ambas
infeccbes modulam a expressdo de proteinas ligadas a protecdo celular, estruturais e
redox . Entretando, a expressdo de algumas proteinas como a catalase e a glutationa
transferase foi diferente entre os virus, mostrando que o perfil proteico do intestino
médio pode variar de acordo com o patdégeno (Tchankouo-Nguetcheu et al., 2010).
Além disso, recentemente foram identificadas possiveis proteinas que atuam como
receptores para o virus Dengue 2, entre elas, a enolase, beta-ARK e a caderina (Mufioz
et al., 2013).

Sendo assim, estudos da bioquimica do sistema digestoriy. @egypti
possuem potencial para uma maior compreensdo da dindmica das proteinas
diferencialmente expressas, incluindo as alteragcdes metabdlicas, causadas pela idade ou

tipo de dieta.
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3. Objetivos gerais

1- Descrever as mudancas na morfologia do intestino médio de féméas de
aegypti durante a metamorfose, em condicbes normais e diante da exposicdo ao
inseticida imidacloprid.

2- Estudar a expresséao proteica do intestino médio de fémeéasdgyptinas

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

3.1. Objetivos especificos
- Estudar as populacfes de células enteroenddécrinas, regenerativas e digestivas

durante a metamorfose e em fémeas adultds degypti

- Estudar o processo de remodelacéo do intestino médio durante a metamorfose
deA. aegypti

- Estudar o efeito do inseticida imidacloprid na remodelag&o do intestino médio
deA. aegypti

- Ajustar os métodos de preparo de extratos solluveis e de eletroforese 2-DE do
intestino médio dé.. aegypti

- Detectarspotsdiferencialmente expressos no intestino médidAdaegypti
em diferentes fases do seu desenvolvimento e submetidos a diferentes dietas.

- Realizar andlises de espectrometria de massas do intestino médio de
aegyptie

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

realizados com as proteinas identificadas no intestino medioakgypti
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The Anles 0egyyvt MIdgut 18 restructured Guring mesamomphosts; 1ts epitheliwm & reaewed by replacing the di-
gestiwe and endocrine cells through stem or regeneranve cell differentiaston, Shortly after pupation (white
pupae) begias, the birval digestive cells are histolized and show signs of degenerstion, such 48 Jutophagic vaci-
oles and disintegrating microvilli. Simudtansously, diffesentiating cells devived from larval steen celis form an
clecron.dense Layer that is visible 24 h after pupation begins. Fusty-eight hours after pupation pnset, the differ-
entiating cells yield an electron-lucent cytoplasm nch in microvilll and organelies. Dividing stem cells were ob-

gx::ﬁ. served in the fourth iInstar larvae and during the first 24 b of pupation, which suggests that stem celis
Desekopiment pealiferate at the eoxd of the larval perod and during pupation. This study discusses various aspects of the changes
Aadvs oot during madgut reiodeling for pupatiog A oagypel

Endocnoe cells © 2014 Elsevier Ireland Lid Al rights reserved,
Stem cells

Regeneriene celly

1. Introduction death® (caspase-dependent apoptosis) [8,12]. However, such apo-

Midgut morphology varies with development stage in Aedes aegypri.
In the larval stage, it is composed of a tube with 1ts posterior region
slightly wider than the anterior, but in the adult stage, the anteriar re-
wion is thinaer and the pasterior has the shape of an expandable sac,
which accommixtates the blood alter feeding, Despite such dilferences,
larval and adult A aegypti midguts are composed of a single multifunc-
tional epithefial layer externally coated by muscle Abers [1.2],

The A aegypti midgut epithelium consists of three cell types: diges-
tive, stem {also known as regeperative) and enteroendocrine. The di-
gestive cells have microvilli, produce digestive enzymes and absorh
digestion products. Amvong such celis are small, undifferentiated, stem
cells that may be isolated, In pairs or In small chisters, throughout the
A aegypt midgut [3-5). Enteroendocrine cells presumably regulate
such functions as digestive epithelium, ntestinal muscle cell and ner-
vous system funcrions by secrering substances into the hemolymph
[3.6.7].

During metamorphass, the A aegypi midgut epithefium s histolized
and reconstructed through the diffesentiation and prolifesation of stem
celis |8.9]. Although such cells differentiate and proliferate during de-
velopment for different insects [9-14] including adult Drosophile
mefenogaster |15,16), in A, aegypri, such celts likely only divide until
the initial pupation stage {3,5.8].

A, eegyptl midgut histolysis begins shortly before ecdysis. when the
larvae develop into pupae, and Is described as “programmed cell

* Cormngonding mechor, Ted -+ 55 31 JR99 3407 fax: 455 31 1699 2549,
E-muf adidresees: beoerbiotrvahod com br (KM, Femandes ), cooevesEufe be
(CA Neves), jeserraotulvir (L E Sermdo), grrsartasadofy o (GF, Martim ),

prasis includes factors related to caspase activation, which might
not be the mechanism In an insect’s midgut because observations
from . melanagaster developiment suggest that swch enzymes are not
Involved in digestive celf death during ecdysis (larva-puga), even
when such enzymes are highly active [17-19)

The midgut 1s a well-studied organ in adult A cegyprr, the site for
blood digestion and the “gateway” for various pathogens through the
ingestion of contaminated biood. Such pathogens include arbovinuses
(such as dengue and yellow fever arbaviruses) and the avian malaria
protozoa Plasmodium gallinaceum {20-22]. Therefore. studies on this
organ are Important to establish strategies for blocking such pathogens'
transmissions. Accordingly, interference with normal midgut develop-
ment inay reduce nutrient absorptien and storage in lavae, which
may reduce adult fertility. Thus, detalled knowledge on A aegypti mid-
put development may yiedd targers that negatively alfect fertility and fa-
cilitate populatian control

Although the A segypri midgut has been well studied, several as-
pects ol ats changes during pupation have not been wel explored, Here-
in, we describe certain changes o the A, aegypti midgut epithelium
during pupation. including larval digestive cell replacement in adults,

2. Materials and methods
2.0 Mosquitoes
The A cegypd specimens (PE-Campas strain, Campos dos Goylacazes |

were collected from a colony maintaired in the insecary of the Depart-
ment of Genesal Binlogy, Federal Univessity of Vigosa (Universidade
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Federal de Vigosa = URV). which 35 raised in plastic trays with
dechlorinated water and is provided with turtle fee] [Repeolife),

Fifty fourth instar larvae (L4], 150 female pupac in different stages
[white pupa (WP} collected immediately after ecdysis and pupae 24
and 48 h (P24 and P48, respectively) after ecdysis] and 50 pewly
emerged {NE) adult fermales were used.

22, Hitlogy

The midguts were dissected in a saline solution for insects (0.1 M
Na(l, 20 mM KK, 0, or 20 mM Na;HP, ) and fixed in Zambooi's fixative
(23] for 2 h, After fixation, ten midguts from each phase were separated
and washed with distilled water, dehydrated in a graded serles of
increasing ethanol (70-100%), embedded in histosesin (Historesin,
Leica), cut inta 3-4im sections, stained with hematoxylin-eosin (HE) or
Xilidine Pounceau (XP), mounted in Eukitt medium (Fluka) and
photographed using an optical Olympus BXG(0 microscope coupled
with digital Olympus Q-Color3 camera.

2.3, Transmisston ¢lectron micrascopy [TEM)

The samples were separated and dissected in 0.1 M sodium cacodylate
[pH7.2) and fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sedium cacodylate ( pH
7.2} for 2 h. After fixation, the midgut fragments were washed in the
saime buffer and postfixed in 1% osmium tetroxide for 2 1 in the dark. Fol-
lowing postfixateon, the specimens were washed twice in 0.1 M PBS,
dehydrated inan ascending ethanol dilution series (70-100%] and pre-
infiltrated in LR White resin solution and 1004 ethanol {2:1) for 1
hu Subsequently, the samples were embedded in pure resio and
maintained at room temperature for 16 h, followed by
polymerization in gelatin capsules (Electron Microscopy Sciences)
at 60 "Clor 24 v

Ultrathim sections were placed on copper grids and contrasted for
20 min in 1% aqueous uranyl acetate and lead citrate, The samples
were observed and photographed using a SEM Zeiss EM 109 at the Mi-
croscopy and Microanalysis Unit of the Federal University of Vigosa
(Nicleo de Microscopia e Micreandlise da Universidade Federal de
Vigosa — NMM-UFV).

24, Immunafluorescence

After fixation in Zamboni's fixative, the midguts were washed three
times foe 30 min each in PBS yath 1% Triton X-100 {PBST) and then in-
cubated for 24 h at 4 *Cin anti-FMRFamide primary antibody solution
(Sigma} | 1:400) with 1% PSSI. Thereafter, the samples were washed
with PBS three times {5 min each) and incubated with a fluorescein iso-
thiocyanate (FITC)-conjugated secondary ansibody (Stgma) (1:500) in
PBS for 24 h at 4 °C followed by three washes with PBS. The nuclel
were stained with DAPI (diamidino-2-phenylindole) for 30 min and
mounted in anti-fading solution Movaol (Fluka). The slides were ana-
lyzed and photographed using an Olympus BX60 epifluorescence mi-
croscope with a WB filtee, as previously described,

The proliferating cell observations were validated using antibod-
ies that identily the nuclear protein phospho-histone H3 in situ [25]
Thus, the midguts were previously washed and fixed as described
ahove then incubated for 24 h at 4 “Cin an anti-phospho-histone
H3 primary antibody solution (Cell Signaling; (1:100]) in 1'% PBST,
After this step, the samples were washed three times with P8S and
incubated with an FITC-conjugated secondary antibody (Sigma)
(1:500) in PBS for 24 h at 4 'C, followed by three T0-min washes
with PBS |25]. The slides were mounted in Mowiol, analyzed and
photagraphed using an epifluorescence microscope or a Zeiss LSM
510 confocal microscope at the NMM-UFV.

For the contral, midgets from each mosquito developmental stage
were used and treated as described above, except for incubation with

Fig LA vegypre LA midgut. [A) Digestive cells {de} stared with HE wiech indude devefoped hrusts bondess [0h) and apocnee serretions refeased as bubbles (* ). |8 Otgestive cell aprical
vegion with developed microvll (mj, Notably, costain ot pares (71 thae detach eo (e lamen (1) direvrion see lined by micnodlll |C] Laterad contact betwoeent two digestive oo aplcad re-
fhons; ane is clecran-ucent, e other Is electroo-dense. They are joened by seprate junctions {acrow ), Several micochondria {M) ane shown in the cofl aplces; they e coore abundaet in
ow doctros-desse cell, | D) Digestive cofl hasal region with col membesoe invadinatioos (1L b=basal lamina; |=apsosme-Ake stnaures, (-<igest e cell nackeus; s—stem cell
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Fig 2 A seppn WP mid g, |A | Digestive crdls (dc) io the Lrvad epittucium stained with XP, degeneraing and desacung in the direction of the luen (1 |, Simulaneossdy. a differemitog
ool layer [arrows) s appaeent under the digestive celle [Bland (Cf Larval digestive cells in the degeneration process with an electron-lucent cytosol, degenerating microvids | m)
several nitopbag) cuole (V) and multilamediar bodees [ML) |0 The édlerentiating cells (7) are Bighly sdectron-dense aod presest microvilll {m): h-basal lamina; c—cavity;
M~ ucly; n-ancleus; an-cell memboane

Fig. 3 A 20001 P24 mdgut [A] Thin Layes of diferentiating cefls () | U] Bl epatbetial regon with differentiating electron-dense cells | ) 2o stern cells [5) thal baee setthed on the sl
R 23

lamima (b [C] Differentating electron<bense cells that forrm a new epithediad coll Lnper with sdost saccomalh om L Cell cavities (€0 are shoavn in the Basal region, and “detny* (1) isappesent

10 b lunsen of the exdgan, = midgot lumen
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the anti-FMRFamide (Fi 1%, - supplementary data) and phospho-
histone H3 (Fig. 2. - supplementary data] primary antibodies.

3. Results

The A aegypri 14 midgut includes a simple epithelium primanily
composed of digestive columnar cells and stem cells in the basal region
sursounded by an outer muscle layer. The L4 digestive celfs have a well-
developed brush border at the apical reglonand a nucleus with pre-
dominantly decondensed chromatin (Fig TA), The TEM data show
that the microvilli and numerous mitochondria develop at the apex of
such cells, whereas labyrinths are formed through cefl membrane in-
vagination in the basal region. These cefls appear electron-dense wath
numerous organelles or electron-fucent with few organclles joined by
sepeate junciens (Fig. 18-D).

Fusther in L4, basophulic structures are redeased from the apex of the
digestive cells via apocrine secretion and detached as “bubbles” that
protrude from the cell apex celf toward the intestinal lumen (Fig TA-
B, Under TEM, such structures appeared coated with a membrane,
and they preserve the microvilli and charactenistics similar to the origi-
nating cell apex (Fig. 1B,

In A. qegypii WY, the digestive cells begin to clearly degenerate.
These cells detach from the basement membrane, which no longer has
a brush border; thedr cytoplasms are disintegrated, but thelr nuclel
renuain visible with more condensed and fragmented chromatin
(Fig: 2A), The basal region shows a conspicuous layer of stem cells,
with a predominantly euchromatic nucleus(Fig. 2A). Under TEM, the
WP digestive cells are highly electron-lucent with microvilli during

degeneration, several autophagic vacuoles and multilamellar bodies
(Fig 2B-C); however, the stem cells initiate the differentiation process
by forming a continuous layer of irregular and highly electron-dense
cells under the old cells. At this stage. the new digestive cells present
poarly developed micvovilll (Fig, 2D). )

The P24 midgut includes a thin layer of digestive cells without an ap-
parent brush border (Fig. 34}, TEM also shows the remains (debris) of
larval epithelial cells in advanced degeneration as well as highly
electron-dense digestive cells that have better developed microvilli
compared with WP (Fig. 38-C). Throoghout the midgut restructuring
pracess, cavity formation was abserved at the digestive cells’ base
{Fig. 3C),

In the 48 h following pupation initiation (P48), the newly formed di-
gestive cells have a clear cytoplasm wath few vacuoles and a cuchromat-
ic nudeus and without brush border (Fig. 4AJ. Under TEM, the new
digestive cells ase electron-locent with a mitochondria-rich cytoplasm,
electron-lucent matrix and lasge nuclel with decondensed chromatin.
AL this stage, one can identify the stem cefls that will be part of the
adult A, aegypti midgut epithelium [Fig. 48-C),

The phospho-histone H3-pasitive cells in the midgut are few (a few
dozen) for cach A. aegypii developmental stage studied (Fig. 5A-D).
Such cells have small nucled and are located in the basal portion of the
Intestinal epithelium, which coincides with the stem cells' locarion,
and are concentrated in specific regions throughout the organ, In addi-
tion, these cetls were observed In the antertor region of the L4 midgut,
medially in WP (not shown) as well as in P24 and P48 and in NE poste-
rior regions (Fig, SA<E). The number of labeled mecléi was not signifi-
cantly different for L4 and pupae, which had 25 phospho-histone H3

Fig. 4. A ool PA8 midgur, [N Digestive epsthelinm () ooconnsritured and with rall cells and decondensed hommatia (B Stem ok (1) nu he tieal I-mim [bl 1C1 Edectrom-aoent
epithedral celts in advanont diferentiation and with o cytophasm sich in msochoadeld () and Lange nucket [0) with o Jereadd cle 0 il fucent ool 6

oradedr envelope: m—microvilic tu—mscke.
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immune-reactive cefls, on average. However, newly emerged adults had
fewer labeled cells than 14 and pupae, which varied greatly between
specimens (0-20 mitotic cells) (P 0,05) {Fyz 5F),

FMRFamide enteroendocrine cells are located in the A egyphi poste-
ror midgut { g 6A), and the numbers of such cells vary throughout de-
vesopment (F B The L4 has 32 cells on average, whereasthe WP and
P24 have only 13 cells/individual, on average. The numbers of such cells
are pot significantly differeat for WP and P24; however, after the
epithelium is renewed In P48, the number of endocrine cells increases
10 50 cells/indivadual, on average, After pupation, the number of such
cells increases to 140 cells NE (P < 0.05) [Fg 68),

4. Discussion

The A. aegyptl mudgut L4 digestive cells release portions of the cell
apex, wheh is similar to “bubbles™, Into the lumen and has been de
scribed as apocrine secretion, which is related to the defense mecha-
nism against bactena and protects the intestinal epithelium
immediately before remadeling [26], Such structures were also ob
sepved in the adult bee midgut and are likely related (o the digestion
process because they are apparently formed by lysosomal matter re-
leased with the feed |27]. TEM analyses showed that such vesicles
have similar matter a8 the apical cytoplasm, which preserves the cell
membrane and the brush border, and suggests that such vesicies are
the first signs of digestive ceil degeneration, which begins at the end
of L4 in A. aegypr [8,9).
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The A. cegypn midgut loses almost the entire larval epitheliuny 18 h
after ecdysis (8] In the WP and P24, the intestingl epithedium was con
timvally renewed in expanding differentiating cells, which formed new
digestive cells in adults. After L4 ecdysis to pupa, the WP digestive
cefls degenerate and shed from the basement membeane into the mad-
gut lumen, Simultaneously, differentiating electron-dense cells near the
basal membrane were observed under the degenerating digestive cells,
which characterizes the A. aegypti midgut digestive cell repewial process
and Is due to differentiating stem cells that onginate from the L4 [B.9],

Stem cell division 16 initiated in the 14 and completed in the early
pupae |8); adult A. aegypti do not undergo mitoss in the midgut {3.5)
However, phospha-histone H3-positive cells {Le,, cells In mitosis) are
present in both mmature and NE Such NE celis are likely stem cell rem
nants from mxdgut metamorphosis because such cells are only ocated
at the end of this organ’s postenior region at reduced numbers. Interest-
Ingly, such mitotic celis are concentrated in specific midgut reglons dur-
ing mosquito development, wherein profiferation is initiated in the
anterior 14 region and ends in the posterior P48 region. Such cell prolif-
eration advances along the midgut and switches to the postenor region
In P48,

The timing of cell diviswon differs between the anterior and the pos-
terior midgut in both A, aegypti and Cudex pipens |8.28). Shortly before
ecdysis, cell proliferation beging at the anterior midgut of A aegypti k4
stage and this may be associated with the onset of midgut histolysis
| 8L Sitmilarty, m 0. melanogaster, it has been observed that the process
of cell death was initiated from the anterior midgut of newly formed
prepupae before proceeding to the postenor regions |29] without

midgut |A], medially in I
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known evidence of a redationship between stem cell and digestive larval
cell death. Conversely, this and temporal separation of cell division re-
ported in the midgut of dipterans has ot been reported for other spe-
cies like Collembola, Lepidoptera and Coteoptera [30-33],

As with the digestive cells, the enteroendocrine cells are formed de
novo from the stem celis | 13,37] and must differentiate 24 h after pupa-
tion begins, when the number of FMRF-positive enteroendecrine cells
Increases, This increase akso coincdes with onset of stem cell profifera-
tion in the midgut posterior region, which could be explained by the en-
hanced consumption of undifferentiated cells to form new endocrine
ceils [83]

In this study, FMRF-positive enteroendocringe cells were observed at
each developmental stage of A. gegypti. This may be the case for other in-
sects in the context that the FMRF-positive enteroendocrine cells are con-
centrated in the posterior parts of the adult midgot [6.34,35] and have
persisted despite the midgut remodeling |6.34,36). The presence of
FMRF-pasitive enteroendocring cedls in the course or after the midgus ye-
modeling with regards (o its physiological roles are yet 10 be understood

Even with the increase endocrine cell numbers duning pupation, the
NE A. aegypr! have fewer cells than L4, which may be-due 1o the NE that
have not fed on blood; this process inchudes major changes to the argan
including the increased numbers of such celis [6,38]. PMRFamide-
positive cells were Identified in the central nervous system during
D melanogaster metamorphosis, witich suggests that they are necessary
during development {391 During A aegypti midgut remodeling nevral
and endocrine coordination may be necessary, even in the pupal stage,
which does not inelude feeding.

The A. aegypti midgut remodeling begins immediately before the
pupal stage. wherein observations indicate that the digestive cells are
In a cedl death process (“programmed cell death”, caspase-dependent
apoptosis) |B,12], The TEM results show that the cell death is most sim-
ilar to autophagy, which was observed in midgut digestive cells from
additional insects during metamorphosis, This type of cell death differs
from apoptosis; thus, it was defined as autophagic cell death (171 Cor-
roborating this finding, autophagy inhibition during D. melanogaster
midgut development delayed digestive cell degradation, even for such
cefls with high caspase activity, which suggests that autophagy is essen-
tial for midgut remodeling | 19]. In conclusion, the study herein suggests
that the WP likely histolized through autophagic cell death,
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Resumo

O mosquitoAedes aegyp# um dos principais vetores dos virus Dengue e da
febre amarela, os quais causam grande morbidade e mortalidade humana. Os esforcos
para combater a dengue se baseiam principalmente no controle do inseto vetor, e 0 uso
de inseticidas tem sido o método mais viavel. O intestino médio é um 6rgdo bem
estudado en\. aegypti sendo o local onde ocorre a digestdo sanguinea e a porta de
entrada de varios patdgenos, tornando-se um importante alvo de estudos. Aqui, foram
investigados em laboratério o efeito do inseticida imidacloprid na sobrevivéncia dos
insetose os efeitos subletais no processo de proliferacdo e diferenciacdo das células
regenerativas durante o desenvolvimento do intestino médio. Além disso, ele foi capaz
de interferir negativamente na diferenciacdo das células digestivas, levando a mal-

formacdao do intestino médio dos adultos.
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1. Introducao

O mosquitoAedes aegypté um dos principais vetores dos virus da febre
amarela e dengue os quais causam grande morbidade e mortalidade humana (Alphey et
al., 2013). Os esforcos para combater a dengue se baseiam principalmente no controle
do inseto vetor, e 0 uso de inseticidas tem sido o método mais utilizado (Pridgeon et al.,
2008; Coelho et al., 2009; Allan et al., 2011).

Atualmente, inseticidas neurotoxicos pertencentes aos grupos dos
organofosforados e piretréides sdo os compostos mais usados no conirodegypti.
Entretanto, o uso indiscriminado desses inseticidas nos ultimos 30 anos tem ocasionado
aumento nos niveis de resisténcia em populacdes de mosquitos em regides da Asia e
América Latina (Rodriguez et al., 2007; Martins et al., 2009; Lima et al., 2011). Tais
evidéncias sao alarmantes no que se refere a reducédo de populagédedaegypto
que motiva a identificacdo de compostos capazes de substituir esses inseticidas
comumente utilizados no seu controle.

O neonicotinoide imidacloprid apresenta um amplo espectro de atividade,
persisténcia e versatilidade de aplicagdo na agricultura e por isso se tornou um dos
pesticidas mais utilizados no mundo (Elbert et al.,, 2008; Jeschke et al., 2008).
Entretanto, pouca informacdo é conhecida sobre seus efeités aegypti(Antonio-

Arreola et al., 2011). Embora imidacloprid possua baixa atividade larvicida e pupicida
em comparagcao a outros inseticidas, seus efeitos subletais podem ser importantes na
reducdo de populacbes AeaegyptiTomé et al., 2014).

O intestino médio dé. aegyptié o local onde ocorre a digestdo sanguinéa e
a porta de entrada de varios patdgenos, incluindo virus, tornando-se um importante alvo
de estudos para bloquear a transmissdo desses organismos. Esse érgédo é formado por
um epitélio simples envolto por duas camadas musculares (Billingsley et al., 1990). No
epitélio do intestino médio dA. aegyptiha trés tipos celulares: células digestivas,
regenerativas e enteroenddécrinas. As células digestivas sdo colunares e dotadas de
microvilosidades, sendo responséaveis pela producdo de enzimas digestivas e absor¢cao
de nutrientes. As pequenas células regenerativas (também chamadas de células-tronco)
sdo células indiferenciadas, responsaveis pela renovacdo das células do epitélio do
intestino médio através da diferenciacdo celular. As células enteroenddcrinas

supostamente regulam as fungdes do epitélio digestivo, das células musculares e sistema
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nervoso, por meio da secrecao de substancias para a hemolinfa (Hecker, 1971; Hecker,
1977; Brown et al., 1985; Glattli et al., 1987; Moffett & Moffett, 2005).

Durante a metamorfose, as células digestivas.deegyptise degeneram e a
reposicdo dessas ceélulas ocorre pela diferenciacdo e proliferacdo das células
regenerativas (Nishiura et al., 2003; Ray et al., 2007). A renovagédo do intestino médio
ocorre em tempos diferentes nas regibes anterior e posterior, sugerindo que esse
processo € bastante complexo (Fernandes et al., 2014), e alteracbes no decorrer do
processo de reestruturacdo do intestino médio durante a metamorfose podem ser
prejudiciais para o0 mosquit. aegypti Portanto, as interferéncias no desenvolvimento
do intestino médio possuem potencial de inviabilizar o processo de hematofagia, e, por
conseguinte, reduzir a fecundidade das fémeas.

No presente trabalho, nés investigamos os efeitos do inseticida imidacloprid na
sobrevivéncia e no desenvolvimento do intestino médioAdeaegypti 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 populacoes.

2. Material e métodos

2.1. Mosquitos

Os exemplares dA. aegypti(linhagem PPCampos, Campos dos Goytacazes)
foram obtidos de uma colénia mantida no insetario do Departamento de Biologia Geral
da Universidade Federal de Vigcosa (UFV), criados em bandejas de plastico contendo
agua desclorada e alimentadas com racédo de tartaruga (Reptolife® - Alcon).

Cento e setenta larvas de 4° instar (L4), 510 pupas fémeas de diferentes
estagios [pupa de cor branca (PB) obtida imediatamente apés a ecdise de L4, pupas com
24 e 48h (P24 e P48) apos a ecdise] e 170 fémeas adultas recém-emergidas (RE) foram
utilizadas para os ensaios.

Os insetos foram mantidos a 25 #°G, umidade relativa de 75 + 10% e
fotoperiodo 12:12 L:D.

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

formulacdo em granulos dispersos em agua (Bayer CropScience, Sao Paulo, SP, Brasil)
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foi diluido em &gua para obtencdo das concentracdes finais de 0,15, 1,5, 3,0, 6,0 e 15,0
ppm.

Larvas de terceiro instar (L3) foram transferidas para os frascos plasticos de
500 mL contendo 200 mL da solucdo de imidacloprid e 10 mg de alimento. A
sobrevivéncia dos insetos foi monitorada a cada hora nas primeiras 12 horas.
Posteriormente a sobrevivéncia foi monitorada a cada 24 h durante 10 dias, tempo
suficiente para todos os insetos alcancarem a fase adulta. Durante a avaliacdo da
sobrevivéncia, 0s insetos incapazes de se locomover mediante estimulos com um pincel
foram considerados mortos e descartados. Cada tratamento (diferentes concentracdes) e
o controle foram repetidos quatro vezes, sendo cada um correspondendo a um frasco

com 25 larvas.

2.3. Montagem total

Para todas as andlises comparativas do presente trabalho, utilizamos duas
concentracdo subletais de imidacloprid, uma fraca de trés ppm e a mais forte de 15 ppm.

Os intestinos médios de 20 individuos de cada fase e tratamento foram
dissecados em solucao fisiolégica persetos (0.1 M NaCl, 20 mM K{PQy, 20 mM
NaHPQs) e fixados emZamboni (paraformaldeido/acido picrico) (Stefanini et al.,
1967) por 2 h. Ap6és a fixacdo, 10 intestinos foram corados com diamidino-2-
phenylindole (DAPI) (Biotium) por 30 min e montados em solucédo de Mowiol (Sigma-
Aldrich), analisadas e fotografadas no microscépio de epifluorescéncia Olympus BX-
60, com sistema de captura de imageiympus QColor3™,

Seis areas de cada regido do intestino médio (anterior e posterior) foram
aleatoriamente fotografadas no microscopio de fluorescéncia com a lente objetiva de
40x (area total = 0,414 mm?) (Fernandes et al., 2010). Nas imagens de montagem total
foram feitas as contagens de células em diferenciacdo ou digestivas ndo completamente
diferenciadas (ambas aqui tratadas simplesmente como células digestivas) nas pupas e
células digestivas (células digestivas propriamente ditas, com ndcleos maiores e
presentes na regido apical do epitélio digestivo) e células regenerativas (células com
nacleos pequenos presentes na regido basal do epitélio digestivo) (Ray et al., 2007).
Foram considerados 20 nucleos de células digestivas e 10 de células regenerativas para
medidas das areas por imagem. As células enteroenddcrinas e as células em divisdo
foram contadas em todo o intestino médio. Todas as medidas e a contagem de células

foram feitas com o auxilio do programa Image-Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics).
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2.4. Microscopia eletrdnica de transmissao
Dez individuos de cada fase, controle e tratados, foram dissecados em tampéao
cacodilato de sédio 0,1 M pH 7,2 e fixados em glutaraldeido 2,5% no mesmo tampao
por 2 h. Apos a fixagéo, fragmentos do intestino médio foram lavados com o tampéo e
pés-fixados em tetroxido de 6smio 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.
Seccdes ultrafinas foram contrastadas por 20 min em acetado de uranila aquosa
1% e citrato de chumbo (Reynolds, 1963). As amostras foram observadas em
microscopio eletrénico de transmissao (MET) Zeiss EM 109 no Nucleo de Microscopia
e Microanalise da UFV (NMM).
2.5. Reacdo de TUNEL
A fragmentagédo do DNA nuclear foi identificamhasitu pelo o kit de detecgéo
de morte celular TUNEL (Roche). Seccdes histoldgicas ga 8o intestino médio de
cada fase e tratamento foram tratados com proteinase BO(jif@AnL em 10 mM
Tris/HCI, pH 7.4-8) durante 60 min & 37 °C, lavados com PBS e incubados por mais 60
min na solu¢cdo de TUNEL a 37 °C. Apds o tratamento, as laminas foram montadas,

analisadas e fotografadas no microscépio de fluorescéncia.

2.6. Imunofluorescéncia - fosfo-histona H3
As células em divisdo foram marcadassitu 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 solucdo de anticorpo primario anti-fosfo-histonaH3 (Cell Signaling) (1:100) em
PBST 1%. As amostras foram lavadas 3 vezes com PBS e incubadas com anticorpo
secundario conjugado com FITC (Sigma) (1:500) em PBS por 24 h a 4 °C, seguida das
3 lavagens de 10 min com PBS. Os nucleos foram corados com DAPI e o citoesqueleto
com faloidina-rodamina (Sigma), ambos por 30 min. As laminas foram montadas,

analisadas e fotografadas como as montagens totais.

2.7. Imunofluorescéncia - FMRFamida
Para deteccdo de células enteroenddcrinas, apos a fixacdo em Zamboni, 10

intestinos médios de cada fase e tratamento foram submetidos a 3 lavagens de 30 min
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cada em tampéo fosfato de sodio contendo 1% de Triton X-100 (PBST) e em seguida
incubados por 24 h a 4 °C em solucdo de anticorpo primario anti-FMRFamida
(Peninsula Lab) (1:400) em PBST 1%. ApOs essa etapa, as amostras foram lavadas com
PBS 3 vezes (5 min cada) e incubadas com anticorpo secundario conjugado com
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Sigma) (1:500) em PBS por 24 h a 4 °C, seguida
das trés lavagens com PBS. Os nudcleos foram corados com DAPI por 30 min e
montados em solucdo de Mowiol. As laminas foram analisadas em microscopio de

epifluorescéncia.

2.8. Controles

Para o controle negativo da reacdo de TUNEL foram utilizadas seccbes de
cinco intestinos médios de cada fase do ciclo de vida do mosquito e incubados sem a
presenca da enzima transferase.

Seis intestinos médios de L4 foram utilizados como controle positivo para
deteccdo das células em divisdo e células enteroendocrinas, pois as mesmas estao
presentes na L4 de&. aegypti(Nishiura et al., 2003; Moffett & Moffett, 2005). Para o
controle negativo da imunofluoréscencia foram utilizados cinco intestinos médios de
cada fase do ciclo de vida do mosquito, sendo tratados como descrito anteriormente,
exceto pela incubag¢do com anticorpos primarios anti- FMRFamida e anti-fosfo-histona
H3.

2.9. Analises estatisticas

Os resultados do bioensaio de sobrevivéncia foram analisados pelo
procedimento ndo-paramétrico (procedimento LIFETEST - SAS, 2008), no qual as
curvas de sobrevivéncia foram obtidas usando estimadores Kaplan-Meyer. Os insetos
que alcancaram a emergéncia na fase adulta foram classificados como dados
censurados. Os resultados referentes as medidas e contagem de células foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) para as variaveis com distribuicdo normal

e teste de Kruskal-Wallis, quando constatada distribuicdo ndo-normal.
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3. Resultados

3.1. Analises de sobrevivéncia
Os dados das analises de sobrevivénciaé.daegyptimostraram diferenca

significativa para as diferentes concentracdes de imidacloprid utilizadas (Log-rank test,
2 = 238.65, df = 5, P < 0,001). Apdés 10 dias, houve diminuicdo concentragéo-
dependente na sobrevivéncia mediante exposicdo, onde a maior concentracdo de
imidacloprid causou a morte de cerca de 80% dos insetos ao final da avaliagdo. No
entanto, a concentracdo de 0,15 ppm foi similar ao controle quanto a sobrevivéncia (P >
0,05) (Fig. 1).

3.2. Montagem total

A morfologia do intestino médio d&. aegyptifoi afetada pela exposicaooA
imidacloprid em ambas concentracdes (3 e 15 ppm), com as modificacbes notadas na
regido anterior das L4 e na regido posterior nas fases seguintes (PB, P24, P48, RE)
caracterizadas pela desorganizacdo das células digestivas e regenerdgifaasacao
dos nucleos das células digestivas e regides vazias (sem células) em relacdo ao controle.
Entretanto ndo ocorreram diferencas entre os individuos tratados (Figs. 2 e 3).

O numero das células digestivas s6 nao variou entre os controles e insetos
expostos a imidacloprid nas PB. Entretanto, a partir das P24, houve aumento no nimero
de células digestivas no controle, enquanto o nimero de células ndo se alterou até a
emergéncia dos adultos nos insetos expostos a imidaclBpri,05)(Fig. 3A).

O namero de células regenerativas foi maior nas L4, porém diminuiu a partir
de P24 nos insetos controle. Por outro lado, nos individuos expostos a imidacloprid,
esse numero, embora inicialmente menor nas L4, aumentou ao longo do
desenvolvimento, sendo que na concentracéo de 15 ppm houve maior niumero de células
regenerativasi<0,05) (Fig. 3B).

3.3. Ultraestrutura
As células do intestino médio das L4 Aleaegyptindo se diferenciaram muito
na ultraestrutura em relacdo aos controles (publicados em Fernandes et al., 2014), com
excecdo de um aumento no numero de corpos multilaminares na regido apical e
vacuolos eletrolucentes na regidao basal das células digestivas dos individuos expostos a
imidacloprid (Figs. 4A e B).
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As células digestivas das PB apresentaram sinais de degeneracdo tanto no
controle quanto nos insetos expostos a imidaclopride. Entretanto, no controle o
citoplasma dessas células foram eletrolucentes com diversos vacuolos autofagicos e
corpos mutivesiculares, enquanto que nas pupas oriundas de exposicfes a imidacloprid,
havia grandes vesiculas eletrolucentes na regido basal e uma desorganizacdo na
estrutura das microvilosidadésigs. 4C e D).

No epitélio do intestino médio das PB havia células em processo de
diferenciacéo, restanddebris das células digestivas larvais. Durante o processo de
renovacao do epitélio ocorreu a formacgéo de cavidades na regido basal dasmélulas e
diferenciacdo. Porém, nos individuos expostos ao inseticida, as células regenerativas
possuiam citoplasma com grandes vacuolos, ocupando quase todo citoplasma, e a
membrana plasmatica em algumas células estava rompida, liberando o contetdo celular
para o limen do intestino médio (Figs. 4E e F).

Os individuos expostos a imidacloprid que sobreviveram nas 48h apos a
pupacéo (P48) e os que chegaram a 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 fragmentacdo de DNA nas L4 e PB do grupo controle,
enquanto que nos insetos expostos as duas concentracdes de imidacloprid havia células
positivas para a reacdo de TUNEL em todas as fases do desenvolvimento, incluindo
P24, P48 (Fig. 6A) e RE.

3.5. Proliferacéo celular
As células positivas para fosfo-histona é2avam presentes em todas as fases
do desenvolvimento dé\. aegyptiem quantidade constante no intestino médio,
enquanto nos insetos expostos a solucdes de 3e 15 ppm de imidacloprid, células
marcadas ocorreram em menor nimero do que no controle, exceto nas PED)
(Figs. 3C e 6B).

3.6. Células FMRFamida
As células enteroenddcrinas foram encontradas na regido posterior do intestino

meédio das L4 dos insetos do grupo controle, enquanto que nos insetos expostos ao

33



inseticida havia muitas células FMRF-positivas na regiao média anterior do 6érgao. Nas
L4 expostas a imidacloprid havia mais células FMRF-positivas em relagdo ao grupo
controle. Entretanto, a partir de P24 o numero dessas células aumentou nos RE, o que
nao foi observado nas L4 oriundas de solu¢ces de imidacléprid05) (Figs .3D e

6C).

4. Discussao

Os resultados de mortalidade sugerem que o imidacloprid € mais toxico para
larvas do que para adultos de aegypti como visto por Paul et al. (2006). Essa
susceptibilidade deA. aegyptiao imidacloprid ja 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 pade est
relaciorado com a presenca do citocromo P450, importante para o metabolismo de
diversos inseticidas, e que apresenta maiores niveis de expressao em adultos (Paul et al.,
2006).

O efeito toxico do imidacloprid no intestino médio #e aegyptiocorre
inicialmente na regido anterior das L4, com a deformacdo dos nucleos das células
digestivas e espacos deixados por células mortas, progredindo ao longo do
desenvolvimento até a regido posterior. Essas alteracfes podem ser explicadas por uma
interferéncia na proliferacdo das células regenerativas que ocorre concomitante com o
inicio da morte das células digestivas na regido 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 ndo estdo sendo substituidas por novas
células.

Nos individuos do controle, o nimero de células digestivas em diferenciacao
aumenta a partir das P24, enquanto a quantidade de células regenerativas diminui. Isso
pode ser explicado pelo processo de diferenciagéo celular, onde as células regenerativas
sdao “consumidas” por originarem as novas c€lulas digestivas dos adultos (Nishiura et
al., 2002; Nishiura et al., 2003). Nos individuos expostos a imidacloprid, as células
digestivas/diferenciacdo ocorrem em menores propor¢des de L4 a RE, enquanto o
namero 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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individuos expostos ao inseticida ndo estdo se diferenciando, sugerindo que
imidacloprid interfere na reconstrugéo do epitélio intestinal, por impedir a diferenciacao
celular em células digestivas. Adicionalmente, a queda do numero de células
regenerativas nas L4 expostas a imidacloprid pode ser explicada por uma redugcdo na
proliferac@o dessas células, que ocorre apos a passagem de L3-L4 (Ray et al., 2007).

As células digestivas das L4 estdo no inicio do processo de degeneracdo que
ocorre no final da fase de L4 e termina 18 h apés a pupacao (Nishiura et al., 2003; Ray
et al., 2007). Como as células digestivas das L4 e PB estdo normalmente em processo
de morte celular (Fernandes et al., 2014), inviabiligea-caracterizacdo dos efeitos de
imidacloprid nessas fases do desenvolvimento ao MET. Nas P24 do grupo controle,
havia células em diferenciacdo em maior quantidade, caracterizando a renovacédo do
epitélio apés a morte das células digestivas larvais no intestino médio adgypti
(Nishiura et al., 2003; Ray et al., 2007; Fernandes et al., 2014). Entretanto, nos
individuos expostos a imidacloprid, essas células foram alteradas, apresentando
citoplasma altamente vacuolizado e rompimento da membrana plasmatica. Esse aspecto
de morte celular também foi encontrado nas P48 e nos RE, mostrando que o efeito
citotéxico do imidacloprid persiste por todo o desenvolvimento, impedindo a
reconstrucdo do epitélio digestivo durante a metamorfoge aegypti

A degeneracdo das células digestivas larvais tem inicio na regido anterior do
intestino médio e inicia pouco antes da transicdo L4-pupa e prossegue até por volta de
18h ap6s o inicio da pupacéo (Nishiura et al., 2002; Nishiura et al., 2003). Entretanto,
nos individuos expostos a imidacloprid, as células (regenerativas e digestivas/em
diferenciacdo) TUNEL-positivas apareceram apos o final da degeneracédo das células
digestivas larvais. Isso sugere que o efeito citotdéxico do imidacloprid se iniciou nas
células regenerativas das L4 e interferiu negativamente mais uma vez na restruturagao
do intestino médio dé\. aegypti Essa interferéncia diz respeito a fragmentacdo do
DNA nuclear, e seus efeitos no metabolismo do intestino médio merecem ser estudados
no futuro.

Durante a remodelacéo do intestino médiddaegyptiocorre proliferacdo de
células regenerativas. Esse processo ocorre de forma coordenada, tendo regides de
proliferacdo ao longo do intestino, iniciando na regido anterior das L4 e prosseguindo
para a regido posterior dos RE (Fernandes et al., 2014). Por isso, interferéncias nesse
processo pode comprometer a metamorfose e a sobrevivéncia do individuo, mesmo que

ele atinja a fase adulta. O imidacloprid diminuiu o niumero de células fosfohistona H3-
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positivas durante o periodo de remodelacédo do intestino médio, com excec¢dq das PB
que apresenta um aumento. Esse aumento de células fosfohistona H3-positivas na
regido média posterior das PB indica uma possivel resposta aos efeitos toxicos de
imidacloprid, na tentativa de repor as células regenerativas perdidas. Por outro lado, a
diminuicdo no numero de células em proliferacdo € dréstica o bastante para a
manutencdo do intestino médio ao longo da vida do mosquito adulto, pois, ndo ha
mitose nas células regenerativas dos mosqiit@egyptiadultos (Brown et al., 1985;
Hecker, 1977), com excecdo dos RE (Fernandes et al., 2014). Apesar de imidacloprid
agir agonisticamente em receptores nicotinicos da acetilcolina em neur6nios (Cassida et
al., 2004), sua acao sobre a proliferacdo das células regenerativas pode ter ocorrido de
forma indireta, ainda desconhecida (Moffett & Moffett, 2005).

As células enteroendécrinas (FMRF-positivas) estdo presentes em todas as
fases do desenvolvimento #e aegypti porém, sempre localizadas na regido posterior
do intestino médio (Moffett & Moffett, 2005). Assim como as células digestivas, essas
células também se originam da diferenciacdo das células regenerativas (llla-Bochaca
Montuenga, 2006; Ohlstein & Spradling, 2006), 0 que supostamente ocorre a partir das
P24, quando o numero dessas células aumenta (Fernandes et al., 2014). Entretanto nas
L4 tratadas com imidacloprid o niumero dessas células € maior em comparacdo ao
controle e estdo localizadas na regido mais anterior do intestino médio, o0 que sugere sua
participacdo na remediacdo dos efeitos tdéxicos do inseticida, através dos seus peptideos
moduladores, que podem atuar informando os danos causados pelo imidacloprid ou
estimulando a proliferacéao celular (Moffett & Moffett, 2005).

As células enteroenddcrinas ndo se renovam ap6s a metamorfose do intestino
médio, possivelmente em consequéncia da ndo diferenciacdo das células regenerativas
sob o efeito do imidacloprid. A falta de células enteroenddcrinas pode ser danosa para o
intestino médio dos adultos de aegypti pois elas sdo essenciais para a digestao,
sinalizando informacgdes sobre o tipo, volume e composicdo 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 pds-embrionario do intestino medié. daegypti
podem ser importantes no que se refere ao controle de suas populagdes. O tratamento
com imidacloprid afetou a remodelacdo do 0rgdo, inibindo a proliferagcdo e
diferenciacé@o das células regenerativas, muitas vezes levando-as a morte. Assim, N0SS0S

resultados sugerem que imidaclopride exposto as larvas possui alto potencial no
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controle deA. aegypti pois mesmo com a emergéncia dos adultos, o seu intestino médio
esta constituido, na maior parte, por células digestivas mal formadas. Porém, estudos a

campo devem ser realizados nesse contexto.
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Fig.1. Sobrevivénciade A. aegypti submetidos ao tratamento com diferentes

concentracdes de imidacloprid.
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Controle Imidacloprid -15 ppm

Fig.2. Montagens totais do intestino médioAleaegyptinas fases de L4, PB, P24 e P48
tratados (painel da direita) e ndo tratados (painel da esquerda) com imidacloprid 15
ppm. O 6rgéo foi corado com DAPI (azul) para evidenciacdo dos nucleos das células.
Seta - célula digestiva ou em diferenciacdo; ponta de seta - célula regeneratas. Bar

60 um.
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Fig.3. NUumero das células digestivas/diferenciacao, regenerativas, mitéticas (fosfoH3-
imunorreativas) e enteroendocrinas (FMRF-imunorreativas) no intestino médéio de

aegyptiem diferentes fases do desenvolvimento (L4, PB, P24, P48 e RE), de individuos
tratados e n&o tratados com imidacloprid em diferentes concentrac¢des (imid3 e imid15).
Barras verticais representam o desvio padrdo. Médias com simbolos (*) diferem

significativamente a 5% de significancia pelo teste de Tukey.
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Fig.4. Micrografias eletrénicas do intestino médio Aleaegyptinas fases de L4, PB e

P24, tratados com imidacloprid e B. Regido apical das células digestivas de L4,
destacando numerosos corpos multilamelares (CM) e microvilosidades (m) e regido
basal rica em estruturas semelhantes a vacuolos eletrolucent€se(12) Regiédo apical

e basal das células digestivas de PB, com microvilosidades alteradas (m) e grandes
vacuolos eletrolucentes (V) ocupando o citoplasih& F. Nas P24 0bservase uma

fina camada de células regenerativas em diferenciacéo (r) com o citoplasma pama
imensos corpos multilamelares (CM); membrana citoplasméatica rompida (MC) e
vacuolos eletrolucentes (V) em F. b- lamina basal; L- limen; n- ndcleo das células

digestivas; nr- nlcleo das células regenerativas; mu - masculo.
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Fig.5. Micrografias eletrénicas do intestino médioAleaegyptinas fases de P48 e RE,
tratados com imidaclopridA e B. Nas P48, as células digestivas/em diferenciacdo sao
eletrolucentes e com citoplasma tomado por vesiculas (V) e corpos multilamelares
(CM). Na regido apical observam-se mitocéndrias (setas) nas microvilosidades e no
limen (L). C. Os adultos RE possuem o mesmo aspecto das P48, com citoplasma
tomado por vesiculas eletrolucentes (V), corpos multilamelares (CM) e mitocéndrias

(setas) no lumen (L).
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30 pm

30 um

Fig.6. Células positivas para a reagdo de TUNEL, fosfoH3- e FMRF-imunorreativas do
intestino médio dé\. aegyptiexpostos a imidaclopridh. Nucleos de células digestivas

(d) e regenerativas (r) de P48, pwsis para a reacdo de TUNEL marcados de verde
fluorescente B. Nucleos de células fosfoH3-imunorreativas (setas) na regido média
posterior das PBC. Células FMRF-imunorreativas (pontas de setas) na regido média

anterior de L4, nucleos corados com DAPI (azul).
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Artigo 3

Andlise protedmica do intestino médio do mosquitédedes aegypti durante o

desenvolvimento pos-embrionério e de fémeas submetidas a diferentes dietas

Kenner Morais FernandesMarcos Jorge Juni§rMaria Cristina Baracae Gustavo

Ferreira Martins

1- Departamento de Biologia Geral, Universidade Federal de Vigcosa, MG, 36570-900
2- Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, Universidade Federal de Vicosa,
MG, 36570-900

Resumo

No presente trabalho analisamos a expressdo proteica do intestino mekkolede
aegyptidurante as fases de larva (quarto instar, L4), pupa e adulta, sendo que na fase
adulta, foram estudadas fémeas recém-emergidas (RE), alimentadas com acgucar (AA) e
sangue (AS). Para separacdo e identificacdo das proteinas 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 proteinas foram identificadas,
entre elas, 33 foram diferencialmente expressas. No intestino médio das L4 h4 uma
maior expressdo de serpinas, enquanto que nas pupas, a maioria das proteinas
identificadas era menos expressa em relacdo aos RE, AA e AS. A maior parte das
proteinas ligadas a producdo de energia, metabolismo de proteinas, sinalizacdo e
transporte foram mais expressas nos RE, enquanto que as proteinas relacionadas ao
processo de traducao tiveram maior expressdo nos mosquitos alimentados (AA e AS).
Pela quantidade de proteinas mais expressas no intestino médio dos RE, sugerimos que
ele esta metabolicamente mais ativo, em comparacdo com o das L4, pupas e os dos
mosquitos alimentados (AA e AS). No presente trabalho foram identificadas diversas
proteinas diferencialmente expressas do intestino médio durante o desenvolvimento e
alimentacdo deA. aegypti sendo um importante passo para a compreensdo dos
processos bioquimicos da digestdo em mosquitos.
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1. Introducao

O mosquito Aedes aegyptié uma espécie altamente antropofilica e
cosmopolita, sendo um dos principais vetores dos virus da febre amarela e dengue,
causadores de grande morbidade e mortalidade humana. Atualmente existem
aproximadamente 2,5 bilhGes de pessoas estdo em &rea de risco e séo registrados cerca
de 500.000 casos de dengue anualmente (Guzman and Kouri, 2002; Alphey et al.,
2013).

Por ser uma espécie anautdgena, as fémeasatgyptinecessitam de realizar
a alimentacdo sanguinea para que ocorra o desenvolvimento ovariano, seguido da
postura de ovos. Apés as fémeas readirea alimentacdo sanguinea, o sangue ingerido
fica armazenado no intestino médio, onde ocorrem a digestédo e a absorcédo de nutrientes.
O intestino médio ainda serve como porta de entrada de patégenos (incluidndo o virus
Dengue) que podem ser ingeridos juntos com o0 sangue, 0 que torna o 6rgao alvo de
estudos para se tracar estratégias de bloqueios da transmisdo de patdgenos (Woodring et
al., 1996; Black et al., 2002). Embora o genoma do mosduitaegyptitenha sido
sequenciado (Nene et al., 2007), o que possibilitou estudos aprofundados da funcao
génica, através de técnicas como transcriptoma ou microarranjos de RNA (Sessions et
al., 2009; Baron et al., 2010), devemos levar em conta que 0s niveis de expressao do
MRNA nem sempre sdo equivalentes aos niveis de expressdo proteica. Por isso, a
protedbmica é uma ferramenta essencial para demonstrar as modificacdes na expressao
génicaaonivel pds transcricional. -

Véarios estudos com expressdo génica de intestino médio de mosquito
utilizaram uma abordagem proteémica (Bayyareddy et al., 2009; Popova-Butler et al.,
2009; Wasinpiyamongkol et al., 2010; Tchankouo-Nguetcheu et al., 2010; Cancino-
Rodezno et al., 2012; Mufioz et al., 2013). Por exemplo, anélises do intestino médio de
larvas 4° instar (L4) d&. aegyptintoxicados com Cryl1Aa, sugerem sua ligagdo com
proteinas 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 dé. aegyptique inclui a passagem do ambiente
aquético para o terrestre, o intestino médio sofre varias modifica¢des, incluindo
modificacdes morfolégicas e de expressdo génica. Essas modificacbes permitem ao

inseto mudar sua dieta, quando 0 mesmo deixa de se alimentar de detritos em
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decomposicdo e passa a se alimentar de seiva de vegetais e sangue (no caso da fémea).
A alimentagdo sanguinea causa grandes mudancas morfoldégicas e bioquimicas no
intestino médio do adulto, ocorrendo deformacéo do epitélio e a alta sintese de proteinas
da membrana peritréfica e de tripsina na regido posterior do érgéo (Billingsley, 1990).
Essas peculiaridades da alimentagdo sanguinea também s&o o foco de estudos, levando
em conta que € através do sangue contaminado que ocorre a transmissdo dos virus
(Mufoz et al., 2013).

Entretanto, os intestinos médios de fémea&.dmegyptisubmetidos as dietas a
base de agucar e sangue (3 e 10 dias apds a alimentacdo), surpreendentemente tiveram
expressao proteica semelhante, sendo encontradas diferencas apenas quanto a expressao
das defensinas, que foram mais expressas nos individuos alimentados com sangue
(Wasinpiyamongkol et al., 2010). Apesar disso, deve-se considerar 0 momento da
digestdo em que foi estudada a expressdo génica, sendo que o intestino médio estd em
alta atividade de sintese 24h ap6s a alimentagcédo de sangue (Hecker et al., 1977; Perrone
& Spielman, 1988). A expressdo génica no intestino médio também pode também ser
modificada mediante a presenca de patogenosAEaegyptiinfectados com o0s virus
CHIK e DENV-2, a expressdo de uma variedade de proteinas ligadas as vias
reguladoras, metabdlicas e estruturais do intestino médio foi modulada pelos patégenos
(Tchankouo-Nguetcheu et al.,, 2010). Além disso, recentemente foram identificadas
proteinas do intestino médio ligadas a infecacdo pelo virus DENV-2, entre elas, a
enolase, beta-ARK, e caderina, que podem atuar como receptores e o fator de elongacéo
EF1 alfa/Tu, importante para a replicacéo viral (Mufioz et al., 2013).

O intestino médio deA. aegyptié completamente remodelado durante a
metamorfose, quando ocorrem a degeneracdo do epitélio larval e a formacdo 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 transformacéo do intestino médio € bastante complexo, o
gque nos motivou a busca de novas descobertas sobre as alteracbes nas fases do
desenvolvimento. O presente trabalho teve como objetivo estudar o perfil proteico do
intestino médio do vetdk. aegyptinas fases de larva, pupa e adulto (recém-emergidos e
alimentados com acucar e sangue). Além disso, examinamos as possiveis funcdes destas
proteinas durante o ciclo de vida e a alimentacdo do mosquito, contribuindo para uma
melhor compreensdo da dindmica do funcionamento intestino médio em diferentes

condicOes alimentares.
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2. Materiais e métodos

2.1. Mosquitos e extracdo de proteinas

Os exemplares dA. aegypti(linhagem PPCampos, Campos dos Goytacazes)
foram obtidos de uma colénia mantida no insetario do Departamento de Biologia Geral
da UFV, criados em bandejas de plastico contendo 4gua declorada e alimentadas com
ragdo de tartaruga (Reptoffflcon). Os insetos foram mantidos em condigdes
controladas de temperatura (25%€}h umidade relativa (75 + 5%) e fotoperiodo (12:12
L:D).

Foram utilizados de 200 mosquitos de cada fase: larvas de 4° instar (L4),
fémeas de pupas entre 24 a 48 horas apds a ecdise, fémeas adultas recém-emergidas
(RE) e fémeas adultas com 3-4 dias de idade, mantidas com solucéo de aguUcar (sacarose
10%) (AA) e fémeas submetidas a alimentacdo sanguinea (AS) em camundongo
anestesiado com Dopalen (Ceva). No caso das AS, os intestinos foram dissecados 24h
apos o repasto, sendo que a matriz peritrofica foi descartada.

ApoOs a disseccao, os intestinos médios foram transferidos para 50 pL de PBS a
4 °C 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 °QNo sobrenadante, foram adicionados 150 puL de acetona gelada
aos intestinos, sendo mantidos a -20 °C durante 3 h. Apds esse periodo, o material foi
centrifugado a 14000 x g, por 10 minutos a 4 °C. O precipitado resultante foi
ressuspendido em 50 pL de solucdo de solubilizacdo, 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 analise das imagens

A eletroforese 2-DE foi realizada no Laboratorio de Protedmica e Bioquimica
de Proteinas da Universidade Federal de Vigosa, onde foram utilizadas trés repeticoes
bioldgicas de cada fase dos individuos, e um gel 2-DE foi desenvolvido para cada
réplica biologica. Cada fita, Immobiline DryStrip pH 3-10, 7 cm (GE Healthcare), foi
hidratada, por 20 h (durante a noite) com 125 pL de uma solucdo contendo 85 ug de
proteinas adicionados de Destreak (GE Healthcare), ditiotreitol (DTT) 40 mM e 2%
(v/v) de IPG Buffer pH 3-10 (GE Healthcare). A focalizacdo foi realizada com o
aparelho Ettan IPGphor3™ (GE Healthcare), de acordo com as instrugdes do fabricante.
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Apés a focalizacédo isoelétrica (IEF), as fitas foram reduzidas por 15 min em 5
mL de tampé&o contendo Tris-HCI 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 tampéao, substituindo o DTT por iodocetamida 2,5%. A segunda
dimensao foi realizada em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE) a
12,5%T. As proteinas foram visualizadas utilizando coloracdo de coomassie brilliant
blue (CBB) G- 250 (Neuhoff et al., 1985). Os géis 2-DE foram digitalizadas a 300 dpi
utilizando Scanner Imagem lll (GE Healthcare), e analisados por Image Master Il (GE
Healthcare). O teste de analises de variancia (ANOVA) foi feito com o mesmo
programa (Image Master lll).

2.3. Espectrometria de massa

As identificacdes dos spots foram realizadas no Centro de Espectrometria de
Massa da Universidade de Aveiro (Portugal), onde os spots de interesse foram lavados
trés vezes com 25 mM de bicarbonado de amdnio/50 % acetonitrila (ACN), uma vez
com ACN e seco em SpeedVac (Thermo Savant). Foram adicionados aos spots secos 25
pL de solucdo de clivagem contendo 10 pg/puL de tripsina porcina (Promega) em
bicabornato de aménio 40 mM mais 10% de ACN e incubadas por 16 h a 37 °C.

A extracdo dos peptideos tripsinizados foi realizada por adicédo de 5 % de acido
férmico (AF)/50% de ACN trés vezes e liofilizados. Os peptideos foram entéo
ressuspendidos em 10 pL de &cido formico 0,1% /50% de ACN. As amostras foram
misturadas (1:1) com matriz acido a-ciano-4-hidroxicinamico preparado em ACN
50%/AF 0,1 %. Os espectros de massa dos peptideos foram obtidos num espectrémetro
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 autodigestdo de tripsina e da matriz acido o-

ciano-4-hidroxicinamico.

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
Ciéncia, Londres, Reino Unido). A tolerancia de massas foram de 25 ppm e tolerancia
massa do fragmento de ion foi de 0,3 Da. IdentificacBes positivas foram aceitas com até

95% de nivel de confianca.
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As proteinas identificadas foram divididas em seis grupos: proteinas
relacionadas a maquinaria de traducdo, proteinas relacionadas desintoxicacdo celular,
proteinas relacionadas a producdo de energia, proteinas relacionadas com o
metabolismo de proteinas aminoacidos, proteinas relacionadas com sinalizacdo e
transporte, proteinas relacionadas ao citoesqueleto e proteinas com funcéo

desconhecidas.

3. Resultados

3.1. Separacéo e identificagdo de proteinas do intestino médio em el

DE.

Em géis de 7 cm com 85 ug de proteinas 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, ndo encontramos muitos spots, 0 que nhos
impossibilitou de fazer uma analise comparativa com os demais géis, restringindo as
andlises aos individuos adultos (AS, AA, RE) e as pupas. Nas pupas e nos RE os perfiz
sdo bem parecidos entre si, 0 que também acontece entre os adultos alimentados (AS e
AA). As andlises dos géis mostraram que 0s mosquitos alimentados com acucar e
sangue expressam menos proteinas em relacdo 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 numero maior de proteinas. (Fig.1, 2 e 3).

Algumas proteinas foram identificadas em mais de um spot, fato explicado pela
fragmentacdo de suas particulas durante a purificacdo e separacéo e pelas modificacdes
pos-traducionais como a fosforilagdo e a glicosilacdo, que podem alterar o ponto

isoelétrico e a massa das proteinas (Popova-Butler et al., 2009).

3.2. Andlise da expresséo diferencial de proteinas no intestino médio em
diferentes fases do desenvolvimento e com diferentes dietas.

Para analisarmos e compararmos a expressao proteica entre os individuos,
fizemos trés géis de cada fase com a mesma quantidade de proteinas (85 ug). As

andlises dos géis permitiram a quantificacdo e a comparacédo entre os individuos de cada
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proteina identificada através da intensidade dos spots, demonstradas em imagens 3D
(Fig.4-10.

3.3. Proteinas relacionadas a maquinaria de traducéo.

Identificamos quatro proteinas envolvidas na traducédo: HspA5 (AS16), lepA_lI
(EF4) (AS33) e EF1 (AS55). O nivel de expressdo de HspA5 e dos fatores de
alongamento EF4 e EF1 se diferenciaram entre os individuos, sendo mais abundantes
nos AS (P < 0,05) (Fig)4

3.4. Proteinas relacionadas a desintoxicacéo celular.

As nossas andlises mostraram diferencas significativas entre os individuos com
relacdo as proteinas envolvidas na desintoxicacdo celular (Fig.5). Foram identificadas
cinco proteinas: catalase, aldo ceto redutase (AKRs), piridina nucleotideo-dissulfeto
oxidorredutase e uma glutationa-S-transferase (GST). A catalase, a AKR e a GST sao
mais expressas nos RE, sendo que, a catalase, é inexpressiva nos demais estagios (P <
0,05). A piridina nucleotideo-dissulfeto oxidorredutase foi menos expressa nas pupas (P
<0,05).

3.5. Proteinas relacionadas com a producao de energia.

Foram identificadas 13 proteinas relacionadas com a producdo de energia,
sendo quatro delas correspondentes a F1 ATP sintase (RE37, A59, AA46 e AS54) duas
glicerol-3-fosfato desidrogenase (Al e A47), duas citrato sintase (RE39 e RE44), duas
enolase (RE60 e ASB@ 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) nédo se
diferenciou entre os adultos, mas foi menos expressa nas pupas (P < 0,05). Ja a enolase
do spot AS30 foi mais expressa nos adultos alimentados (P < 0,05).

A expressao da ATP sintase variou entre 0s spots correspondentes a essa
proteina nos diferentes individuos, sendo ela mais expressa nos RE (RE37 e RES9) e

nos alimentados AA e AS (AS54), e menos expressa ha pupa (AA46) (P < 0,05).

3.6. Proteinas relacionadas ao metabolismo de aminoacidos e proteinas.
Foram identificadas nove proteinas envolvidas no metabolismo de aminoacidos

e proteinas: glutamato desidrogenase (RE35), proteina dissulfeto isomerase (PDI)
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(RES8), aspartato aminotransferase (AS58), duas inibidoras da serino protease (serpin)
(L81 e L82), trés 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). J& as serino proteases tiveram diferencas entre os spots identificados,
sendo que a proteina 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 ndo tenham sido
incluidos na andlise comparativa, notamos dois spots diferenciados em relagcédo as outras
fases, os quais foram identificamos como sendo duas serpinas, que aparentemente estao

mais expressas nas L4 (Fig. 2).

3.7. Proteinas relacionadas com sinalizacéo e transporte.

Foram identificadas trés proteinas envolvidas na sinalizacdo celular, proteina
14-3-3 (RE72), proteina 14-3-3 epsilon (YWHAE) (RE71) e a WD40-repeat (RE38). Ja
com relacdo ao transporte, encontram&abGEF (RE48), duas proteinas que formam
canais ionicos dependentes de voltagem (VDAC) (RE41 e AS62) e uma V-ATPase
(AS18) (Fig. 8). Os RE possuem maior expressao de ambas as proteinas de sinaliza¢éo
e a proteina 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,

enguanto que o spot RE41 e a V-ATPase tiveram menor expressao nas pupas (P < 0,05).

3.8. Proteinas relacionadas com o citoesqueleto.

Foram identificados trés spots correspondentes a actina (RE65/AS28, A75 e
P12) e tubulina (25AS) (Fig.9). As proteinas actina e tubulina sdo menos expressas nas
pupas (P < 0,05).

3.9. Proteinas de funcao desconhecida.

Foram identificadas duas proteinas que possuem dominio comum de diferentes
familias sendo denominadas hexoquinase/HSP70/superfamilia actina (RE69 e RE70)
(Fig.10). Ja as hexoquinase/HSP70/superfamilia actina, correspondentes aos spots RE69
e RE70 foram mais expressos nos RE (P < 0,05).
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4. Discussao

O intestino médio das pupas e dos REAdeaegyptipossuem um perfil
proteico semelhante, com o nimero maior de spots em relacdo aos outros individuos,
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 proteinas, que irdo atuar na formacéo e diferenciacdo das células
digestivas, enquanto que os intestinos médios dos AA e AS ja estdo totalmente
formados, sendo necessaria apenas a alta expressdo de proteinas especificas para a
digestao do alimento.

A HspA5 é uma isoforma da chaperona Hsp70, que auxiliam no dobramento e
montagem de proteinas, além de direcionar proteinas mal-formadas para degradacéo
(Wisniewska et al., 2010). A maior expressdo da HspA5 no intestino médio em AA e
AS reflete a necessidade de maior producdo de proteinas especificas para digestéo,
levando em conta que essa é a principal forma da Hsp70 no reticulo endoplasmatico,
essencial para a montagem de proteinas (Hendershot et al., 1994; Brewer & Hendershot
2005).

O fator de alongamento EF4 n&o havia sido relatado em intestino méélio de
aegypti(Bayyareddy et al., 2009; Popova-Butler et al., 2009; Wasinpiyamongkol et al.,
2010; Tchankouo-Nguetcheu et al., 2010; Cancino-Rodezno et al., 2012; Mufioz et al.,
2013), e pouco se sabe sobre sua fun¢do, mas por ser homéloga a EF1, sabe-se que ele é
essencial para a sintese proteica e para a viabilidade das células (Fan et al., B@10; Pec
et al., 2011). Além disso, foi visto que a expressdo da EF1 é aument@#daaegypti
infectados com virus DENV- 2, provavelmente auxiliando na replicacéo viral (Mufioz et
al., 2013). No presente trabalho a alta expressao dos fatores de alongamento nos AS, foi
compativel com os resultados para HspA5, mostrando que os AS necessitam de maior
sintese proteica, talvez por ser um alimento mais complexo que acucar (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 oxigénip (B@&nha &
Robinson 2006; Jaramillo-Gutierrez et al., 2009). Entretanto, essas duas Ultimas podem
ter funcdes distintas diante da infeccdo por patdgenos, como vistA. eragypti

infectados com virus 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 proteina antioxidante ligada a protecédo celular é a AKR,
que tem como propasito principal diminuir os aldeidos e cetonas para alcoois primarios

e secundarios, tendo sua expressdo aumentada em individuos infectados com CHIKV,
assim como a GST (Altschul et al., 1997; Tchankouo-Nguetcheu et al., 2010). A alta
expressdo das proteinas de protecao contra radicais livres e patdgenos pode ter relacédo
com a mudanca do meio aquatico para o terrestre apds emergirem, quando deixar de
viver na agua, torna o individuo propicio a toxinas ou infecgdes.

A familia da proteina piridina nucleotideo-dissulfeto oxidorredutase inclui
oxidases e peroxidases, sendo relacionada com a producao de AEdesralbopictus
(Saboia-Vahia et al., 2012). A sua baixa expressao nas pupas € explicada por ela esta em
fase de renovacao do intestino, sem a ocorréncia de digestdo e sem a necessidade de alta
producao de ATP.

A ATP sintase foi descrita em intestino médio Aleaegypticomo proteina
ligada a producdode ATP (Michael et al., 2009; Popova-Butler et al., 2009), enquanto
que as glicerol-3-fosfato desidrogenase, creatina quinase e a citrato sintase sdo enzimas
envolvidas na glicélise (Altschul et al., 1997; Thompson, 2000; Kim & Dang, 2005).
fato dessas proteinas ligadas a producdo de energia ser mais expressas nos RE, nos leva
a inferir que o final do processo de formacéao do intestino médio requer uma necessidade
maior de energia do que o processo digestivo.

Embora a enolase atue na glicélise, devemos levar em conta que ela € uma
proteina multifuncional, atuando em outros processos, como na transcricdo e regulagéo
génica (Kim & Dang, 2005).Além disso, foi sugerido recentemente seu papel como
receptor para o virus DENV-2, aliando-o na infeccdo do intestino médio (Mufioz et
al., 2013). Por isso, acreditamos que embora tenha spots de enatasgpressos nos
RE e nos adultos alimentados com acucar e sangue, ela possivelmente esta atuando em
vias diferentes.

Quando analisamos as proteinas relacionadas ao metabolismo de aminoacidos
e proteinas, observamos a alta expresséo da tripsina serino protease, no intestino médio
de RE e pupas, mesmo nao ocorrendo alimentacdo nessas fases. Entretanto, essas serino
proteases podem ser sintetizadas como zimogénios, precursoras inativas que sao
posteriormente clivadas para gerar formas ativas (Altschul et al., 1997). Outro papel
importante das serino proteases no intestino médio dos insetos € sua participacdo 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 inicio em L4,
ocorrendo morte das células digestivas (Ray et al., 2009; Fernandes et al., 2014). Por
iISSO sugerimos que as serpinas podem atuar na inibicdo de proteases de patdgenos que
estariam presentes no limen 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 regulacdo da via de sinalizacdo da
profenoloxidase, como visto em adulto @sophila melanogasteiSuwanchaichinda
& Kanost, 2009), o que talvez seja necessario durante a histdlise do intestino médio.

Outras trés proteinas relacionadas ao metabolismo de proteinas foram mais
expressas nos RE: glutamato desidrogenase e a aspartato aminotransferase, que atuam
na organizacdo estrutural dos aminoacidos (transaminacdo, descarboxilacao,
desaminacao oxidativa) (Altschul et al., 1997; Saboia-Vahia et al., 2GEHPD& que
atua na estabilizacéo e juncdo de proteinas através da formacédo de ligacdes dissulfeto,
ocorrentes no momento da dobra para sua formacéo tridimensional (Wilkinson &
Gilbert, 2004). Por ser uma proteina multifuncional a PDI é altamente expressa diante
da infeccdo do intestino médio pelo virus CHIKV, provavelmente atuando na
replicacdo, traduzindo e/ou participando da encapsidagéo viral, se tornando um
importante alvo de estudo (Tchankouo-Nguetcheu et al., 2010). A alta expressao dessas
proteinas na fase de RE pode ser explicado pelo intestino médio aindarast
desenvolvimento (Fernandes et al., 2014), sendo necessario a formacdo de muitas
proteinas para o término de sua formacéo.

Outra proteina diferencialmente expressa no intestino médio de RE foi a
calreticulina, uma proteina do reticulo endoplasmatico que atua no dobramento de
glicoproteinas e homeostase de Ca2. A calreticulina também tem funcdes extracelulares,
atuando em tumores, cicatrizagdo e reconhecimento de células apoptoticas (Tarr et al.,
2010). Essa proteina parece ter um papel importante nas glandulas salivares de
albopictusdurante a infeccdo pelo virus DENV-2, onde foi altamente expressa (Zhang
et al., 2013).

Assim como as enzimas ligadas a producdo de energia e ao metabolismo de

proteinas as proteinas que participam da sinalizacdo e transporte também foram mais
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expressas nos RE. As proteinas 14-3-3 e a proteina WD40-repeat sdo multifuncionais,
participando de diversos processos e fun¢des biolégicas como o ciclo celular, apoptose,
migracéo, diferenciacdo, transducdo de sinal e regulacdo da transcricdo, sendo alvo de
estudos para diversas doencas humanas (Mhawech, 2005; Stirnimann et al., 2010).
Entretanto, nos intestinos médios Ae aegyptiinfectados com o virus CHIKV, as
proteinas WD-repeat foram mais expressas e se associaram a particula viral
(Tchankouo-Nguetcheu et al., 2010), enquanto que as proteinas 14-3-3 tiveram a
expressao reduzida no intestino médicAdalbopictusinfectados com virus DENV-2
(Zhang et al.,, 2013), indicando que possuem papéis diferentes nas infeccdes,
dependendo do tipo de virus.

Para que os processos de metabolismo proteico e sinalizacao celular ocorram,
as células eucaridticas dependem da regulacdo correta do trafico de vesiculas
intracelulaes que é responsavel pelo armazenamento, digerem e transportam material
biolégico, além de funcionar como compartimentos para rea¢des quimicas. As RabGEF
sdo responsaveis pela regulacdo da Rab GTPase, tornando-as determinantes para o
direcionamento das vesiculas, o que seria mais necessario no RE, ja que possui maior
expressdo de proteinas de metabolismo proteico e sinalizacdo. (Altschul et al., 1997;
Blumer et al., 2013).

As VDACs e as V-ATPases sao proteinas responsaveis pelo transporte de ions
através de membranas. As VDACs regulam o fluxo de metabolitos principalmente
anionicos, participam do processo de morte celular induzida por mitocondrias, sendo
consideradas responsaveis pela manutencdo das fun¢des mitocondriais (Lemasters et al.,
2006). Essas proteinas sdo as mais abundantes na membrana externa das mitocondrias,
0 gue explica sua alta expressdo nos AA e AS, ja que nas pupas e nos RE o intestino
médio esta em fase de remodelacdo, contendo um nimero muito menor de mitocondrias
e organelas em geral (Altschul et al., 1997; Fernandes et al., 2014). Ja as V-ATPase sao
bombas de protons comuns em células eucarioticas, responsaveis pela acidificacdo de
endossomos, lisossomos, vesiculas secretoras e homeostase do pH (Wieczorek et al.,
2009). No intestino médiA. aegyptiela foi relacionada a hidrélise de ATP (Michael et
al., 2009; Popova-Butler et al., 2009) e com a alcalizacdo do lumen na regide anterior
(Onken et al., 2008).

A actina é uma das mais abundantes proteinas estruturais das células
eucarioticas, que junto com a tubulina constituem o citoesqueleto, responsavel pela

dinamica celular (forma da célula, crescimento celular, divisdo, transporte intracelular e
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diferenciagao celular) (Khaitlina et al., 2001). Elas foram menos expressas nas pupas, 0
que é coerente, ja que nessa fase o epitélio do intestino médio é formado de pequenas
células em diferenciacdo, sendo que quanto menor as células, menos actina seria
necessaria para manter sua estrutura, incluindo as microvilosidades (Fernandes et al.,
2014).

Com relacdo as duas proteinas hexoquinase/HSP70/superfamilia actina, que
tiveram maior expressdo no RE, devemos considerar que elas podem ter diferentes
funcdes, ja que possuem um dominio 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
producado de energia, o qual esta mais ativo nos RE.

Apoés as andlises comparativas, podemos sugerir que no intestino médio das
pupas se inicia a sintese das mudltiplas proteinas essenciais para a formacdo e
constituicdo do novo epitélio do intestino médio, mas o pico da expressao dessas
proteinas ocorre no final do desenvolvimento, correspondente a fase de RE.

Nos AA e AS, os perfis proteicos do intestino médio foram semelhantes, eles
possuem menos spots que as pupas e 0os RE, mas muitos deles com alta expressao. As
proteinas responsaveis pelo processo de traducdo foram mais expressas nos
alimentados, 0 que nos permite sugerir uma intensa biossintese proteica voltada a
producao de proteinas especificas para a digestao.

Nosso estudo identificou diversas proteinas diferencialmente expressas no
intestino médio durante o desenvolvimento e alimentacdo, sendo um importante passo
para a compreensdo dos processos bioquimicos da digestdo em mosquitos.
Experimentos com manipulacdo dos niveis das proteinas diferencialmente expressas
ainda serdo necessarios para definir o papel do repertério de proteinas no processo de

desenvolvimento e alimentacdo dos mosquiozegypti
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Tab.1. Proteinas do intestino médio Aeaegyptidentificadas por MS/MS

Amostra Cadigo Proteina Sequéncia lon Score/C.I. Protein
% Score/C.1.,%
L481 0i|157116805 Serine proteinase inhibitors (serpins) FKIEFDLDLKETLEK 115/100 161/100
L482 gi|157116805 Serine proteinase inhibitors (serpins) FKIEFDLDLKETLEK 108/100 166/100
P6 0i|108877579 Trypsin-like serine protease YNNPQFHNDIALVK 58/100 91/100
RE1 0i|403182713 Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogene LISWYDNEFGYSNR 65/100 119/100
RE3 0i|94468602 CatalaseA. aegypfi IWPQAEFPLIPVGR 28/97 77199
RE34 gi|157113061 Calreticulin family FFNDEENDKGLQTSQDAR 30/96 82/100
RE37 0i|157131648 F1 ATP synthase alpha, central domain. EAYPGDVFYLHSR 55/100 124/100
RE38  gi|157168005 WD40 FSPNHSNPIIVSAGWDR 61/100 122/100
RE39  (i|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 dehydrogen: LISWYDNEFGYSNR 50/100 50/100
RE58  i|108884060 Protein disulfide isomerase (PDI) FVTAQALPLIVDFSHETAQK 68/100 149/100
RES59 0i|108881686 F1 ATP synthase beta IINVIGEPIDER 21/17 99/100
RE60 0i|157121051 Enolase GNPTVEVDLVTDLGLFR 88/100 191/100
RE64 0i|157120956 Arginine or creatine kinasé\[ aegypfj AVQQQLIDDHFLFK 43/100 125/100
RE65  i[301641424 Actin partial [A. aegypli SYELPDGQVITIGNER 68/100 125/100
RE66  gi|157106889 Actin [A. aegypli SYELPDGQVITIGNER 55/100 133/100
RE67  gi|108880329 Aldo-keto reductases (AKRS) LVPITSAAGHPYHPFEKEEF 56/100 56/100
RE68 0i|157114623 Pyridine nucleotide-disulphide DGSKQELEFDVLLVSVGR 79/100 145/100
oxidoreductase
RE69 0i|108879763 Sugar kinase/HSP70/actin superfamily SYELPDGQVITIGNER 36/98 71/100
RE70 0i|108879763 Sugar kinase/HSP70/actin superfamily SYELPDGQVITIGNER 63/100 105/100
RE71 gi|108872600 14-3-3 epsilon LGLALNFSVFYYEILNSPDR 32/97 63/98
RE72 0i|157114501 14-3-3 protein LGLALNFSVFYYEILNSPDK 125/100 147/100
RE75  gi|301641424 Actin partial [A. aegypli SYELPDGQVITIGNER 60/100 88/100
RE76 0i|157130286 Glutathione S-transferase (GST) LVTLNSEVIPFYLEKLDDIAR 83/100 235/100
AS16 0i|94468818 HSPAS IEIESFYEGDDFSETLTR 34/99 34/99
AS18 0i|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 0i|158301772 Actin K.SYELPDGQVITIGNER.F 27/99 97/100
AS30 gi|108882996 Enolase R.GNPTVEVDLKTAKGLFR.A 30/99 95/100
AS33 Icl|75929 lepA_Il (EF4) R.AGQVGYLVCNMRTVK.E 21/99 92/100
AS62 0i|108882772 Voltage-dependent anion channel (VDAC K.AMQYLGLMR.S 22/99 84/100
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Tab.2. Proteinas do intestino médio Aeaegyptidentificadas por MS

Amostra Cadigo Proteina Best Protein Protein
Mass Score/C.1.,%
RE35 0i|108873332 Glutamate dehydrogenase 251546 66/99
AA46 0i|357606304 ATP synthase 59495 129/100
AS40 0i|108876659 Trypsin-like serine protease 29844 78/100
AS54 0i|332023250 F1 ATP synthase alpha, central domain 59389 79/100
AS55 0i|32187519 Elongation factor 1-alpha (EF1-alpha) 32292 62/96

AS58 0i|108871015 Aspartate aminotransferase (AAT); Provision 39559 55/83




7. Figuras
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Fig.1. Perfil bidimensional do extrato de proteinas do intestino médio de LA. de
aegypti Spots identificados estéo indicados.
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Fig.2. Perfil bidimensional do extrato de proteinas do intestino médio dos mosquitos
adultos deA. aegyptinas fases de pupa e RE. Spots identificados estdo indicados.
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Fig.3. Perfil bidimensional do extrato de proteinas do intestino médio dos mosquitos

adultos deA. aegyptialimentados com acucar (AA) (A) e sangue (AS) (B). Spots
identificados estéo indicados.
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EF1-alpha

Fig.4. Andlise comparativa em 3D dos spots das proteinas do intestino médio do
mosquitoA. aegyptienvolvidas na maquinaria de traducdo. Em verde o spot da proteina
identificada em pupas, RE, AA e AS. (*) Spots diferencialmente expressos.
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Glutationa-S-transferase

Fig.5. Andlise comparativa em 3D dos spots das proteinas do intestino médio do
mosquitoA. aegyptienvolvidas na desintoxicacao celular. Em verde o spot da proteina
identificada em pupas, RE, AA e AS. (*) Spots diferencialmente expressos.
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Glicerol-3-fosfato desidrogenase

Citrato sintase Citrato sintase

Fig.6. Analise comparativa em 3D dos spots das proteinas do intestino médio do

mosquitoA. aegyptienvolvidas na producdo de energia. Em verde o spot da proteina
identificada em pupas, RE, AA e AS. (*) Spots diferencialmente expressos.
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Fig.7. Analise comparativa em 3D dos spots das proteinas do intestino médio do
mosquitoA. aegyptienvolvidas no metabolismo de aminoacidos e proteinas. Em verde
0 spot da proteina identificada em pupas, RE, AA e AS. (*) Spots diferencialmente
expressos.
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Proteina 14-3-3

Fig.8. Analise comparativa em 3D dos spots das proteinas do intestino médio do
mMosquitoA. aegyptienvolvidas com a sinalizacdo e transporte celular. Em verde o spot

da proteina identificada em pupas, RE, AA e AS. (*) Spots diferencialmente expressos.
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Fig.9. Analise comparativa em 3D dos spots das proteinas do intestino médio do
mosquito A. aegypti associads ao citoesqueleto. Em verde o spot da proteina

identificada em pupas, RE, AA e AS. (*) Spots diferencialmente expressos.

AS AA RE Pupa

Hexoquinase/HSP70/superfamilia actina Hexoquinase/HSP70/superfamilia actina

Fig.10. Andlise comparativa em 3D dos spots das proteinas do intestino médio do
mosquitoA. aegypticom fungdo desconhecida. Em verde o spot da proteina identificada
em pupas, RE, AA e AS. (*) Spots diferencialmente expressos.
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Conclusbes gerais

A remodelacdo do intestino médio de aegyptise inicia pouco antes da
pupaéaq onde se inicia o processo de morte celular das células digestivas. Os resultados
de TEM mostram que essa morte celular é mais semelhante a autofagia, e ndo a
apoptose dependente de caspase, descrita por outros autores.

O final da reposicao das células regenerativas larvais acontece na fase de pupa,
18h apds a ecdise (Ray et al., 2007), restando assim apenas as células regenerativas que
se diferenciardo, formando o novo epitélio. Entretanto, ao mesmo tempo em que esta
ocorrendo a morte das células digestivas, as células regenerativas se difeeenciam
dividem, processos que ocorrem até no inicio da fase adulta.

A remodelacdo do intestino médio de aegyptié bastante dinamica e
complexa. A divisdo das células regenerats@icia na regido anterior do intestino
médio das L4 e termina na regido posterior nos RE, demonstrando que durante o
desenvolvimento existem regides especificas onde as células em divisdo se concentram
no orgao.

Além da letalidade, os efeitos subletais de imidacloprid no desenvolvimento
pés-embrionario do intestino médio Aeaegyptipodem ser importantes para o controle
de suas populacdes. Isso porque o imidacloprid em concentracfes subletais afetou a
remodelacéo do 6rgao, inibindo a proliferacéo e diferenciacdo das células regenerativas,
muitas vezes levando-as a morte. Assim, nossos resultados sugerem que larvas expostas
ao inseticida possun alto potencial no controle d&. aegypti pois mesmo com a
emergéncia dos adultos, o seu intestino médio estd constituido, na maior parte, por
células digestivas mal formadas. Porém, estudos a campo devem ser realizados nesse
contexto.

O intestino médio das L4 aparentemente esta expressando poucas proteinas,
enguanto que nas pupas se inicia a sintese das mudultiplas proteinas essenciais para a
formacdo e constituicdo do novo epitélio do intestino médio. Entretanto, o pico da
expressdo dessas proteinas ocorre no inicio da fase adulta, fase final do
desenvolvimento.

Ja o intestino médio dos mosquitos alimentados (AA e AS), ndo passui
mesma quantidade de spots que as pupas e 0os RE, mas possui muitos spots que estao
superexpressos, possivelmente relacionados a proteinas ligadas a digestdo de sangue ou

acucar.
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No presente estudo foram mostrados dados importantes sobre a biologia do
intestino médio do mosquito vetd. aegypti confirmando que esse 6rgdo € um alvo
em potencial para o controle de populacdes e bloqueio de entrada dos patdgenos, atraves
de interferéncias durante a metamorfose do 6rgdo. Contudo, a manipulacdo das
proteinas diferencialmente expressas e a Identificagdo de marcadores moleculares séo

necessarias para definir a dinAmica do intestino médto degypti

81



