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RESUMO
O mosquito Aedes aegypti é um inseto extremamente adaptado ao cenário urbano e

graças ao hábito hematófago das fêmeas dessa espécie são vetores de arboviroses

que acometem o país inteiro. Sabe-se que esse mosquito produz em seu intestino

uma camada protetora, conhecida como matriz peritrófica (PM) composta por

proteínas, quitina e proteoglicanos e que exerce funções importantes na fisiologia

digestiva do mosquito como a proteção contra possíveis patógenos ou toxinas que

possam vir a ser ingeridas. Levando em consideração a importância da PM é

possível desenvolver estratégias que mexam com a integridade dessa barreira,

atrapalhando a fisiologia do vetor, estratégia que pode funcionar como método de

controle de doenças que envolvem o Aedes aegypti como transmissor, tais como as

arboviroses. Nesse estudo foi utilizada uma proteína vegetal chamada vicilina que

apresenta propriedades quitino-ligantes. Nossa hipótese é que a vicilina interage

com a quitina constituinte da PM do mosquito e, com isso, afete o processo de

digestão e absorção de nutrientes, podendo ter um potencial inseticida e

possivelmente atuar no controle e manejo de insetos-pragas e vetores de doenças.

Foi avaliado a oviposição de fêmeas alimentadas com uma dieta de sangue

suplementado com vicilina e também a atividade específica da enzima tripsina, uma

enzima proteolítica com papel fundamental na digestão do Aedes aegypti, com o

objetivo de observar o impacto da vicilina no metabolismo do mosquito. Os

resultados sugerem que, nas condições testadas, a vicilina em fêmeas adultas não

interfere no processo digestivo e absorção de nutrientes provindos da refeição

sanguínea.

Palavras-chave: Arbovírus; Mosquito vetor; Bioquímica; Vitelogênese



ABSTRACT
The Aedes aegypti mosquito is an insect extremely adapted to the urban

environment and, thanks to the hematophagous habit of the females of this species,

they are vectors of arboviruses that affect our entire country. It is known that this

mosquito produces a protective layer in its intestine, known as peritrophic matrix

(PM), composed of proteins, chitin and proteoglycans, which performs important

functions in the mosquito's digestive physiology, such as protection against possible

pathogens or toxins that may come into contact with the mosquito, through its

digestive tract. Taking into account the importance of PM, it is possible to develop

strategies that affect the integrity of this barrier, disrupting the physiology of the

vector, a strategy that can function as a method of controlling diseases that involve

Aedes aegypti as a transmitter, such as arboviruses. In this study, a vegetable protein

called vicilin was used, which has chitin-binding properties. Our hypothesis is that

vicilin interacts with the chitin that constitutes the mosquito's PM and, therefore,

affects the process of digestion and absorption of nutrients, indicating potential

insecticidal properties and possibly acting in the control and management of insect

pests and disease vectors. The oviposition of females fed a blood diet supplemented

with vicilin was evaluated, as well as the specific activity of the enzyme trypsin, a

proteolytic enzyme with a fundamental role in the digestion of Aedes aegypti, with the

aim of observing the impact of vicilin on the mosquito's metabolism. The results

suggest that, under the conditions tested, vicilin in adult females does not interfere

with the digestive process and absorption of nutrients from the blood meal.

Key-words: Arbovirus; Vector mosquito; Biochemistry; Vitellogenesis
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1. INTRODUÇÃO

1.1 Aedes aegypti

O Aedes aegypti é um inseto da família Culicidae, de coloração preta e

manchas brancas dispostas pelo corpo e altamente adaptado ao ambiente urbano.

Acredita-se que devido às pressões humanas vindas com a destruição dos hábitats

naturais, talvez uma variação genética desse mosquito teria sofrido algum processo

seletivo (Natal, D. 2002). Adaptando-se às áreas alteradas e depois teria encontrado

nos aglomerados humanos um ambiente adequado à sua sobrevivência

(Christopher, 1960), portanto o mosquito Aedes aegypti desenvolveu uma

adaptabilidade ao nosso modus vivendi (Natal, D. 2002). O ciclo de desenvolvimento

do mosquito é dividido em quatro etapas: ovo, larva, pupa e adulto (Figura 1). Em

condições favoráveis como temperatura e quantidade de alimento, geralmente leva

uma semana entre o período dos ovos eclodirem em larvas, se transformarem em

larvas e posteriormente em mosquitos. Importante pontuar que os ovos possuem a

característica de serem resistentes à ressecamento, podendo eclodir larvas meses

após sua postura se colocados num ambiente favorável, como locais molhados que

propiciem o contato com a água permitindo que o ovo entre em processo de

eclosão, isso propicia ao inseto uma grande vantagem evolutiva.

Figura 1: Ciclo completo do desenvolvimento do mosquito Aedes aegypti, desde a etapa de ovos até

a maturação do indivíduo adulto.

Fonte: Adaptado de Fiocruz, 2024.
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Quando adultos os machos da espécie apresentam uma dieta baseada

somente em compostos açucarados, o que garante nutrientes suficientes para suas

atividades metabólicas e fisiológicas, como vôo e acasalamento com fêmeas. Nas

fêmeas observamos um comportamento diferente, para que sejam capazes de

exercerem suas funções elas procuram seus nutrientes numa dieta hematófaga. Se

alimentam de sangue de animais vertebrados que ao ser digerido servirá como fonte

de nutriente para suas atividades metabólicas. O comportamento hematófago do

mosquito fornece a energia necessária para a maturação dos ovos durante cada

ciclo de desenvolvimento dos ovários, chamado de ciclo gonotrófico

(Chouin-Carneiro, T. e Santos, F. 2017). Vale lembrar que as fêmeas também podem

se alimentar de compostos açucarados, caso necessário, mas a taxa nutritiva que

recebem somente com esses é menor do que a alimentação com sangue e não

fornece energia suficiente para a ovogênese. Para que ocorra o desenvolvimento

dos ovos é necessário que haja alimentação com sangue e essa necessidade de

sangue para a maturação dos ovários faz da maioria dos mosquitos dependentes do

contato com algum hospedeiro vertebrado (Natal, D. 2002).

Devido seus hábitos hematófogos, o mosquito Aedes aegypti é um vetor

biológico e grande representante na transmissão de arbovírus, como Dengue, Zika e

Chikungunya. Arboviroses são doenças na qual o vírus é transmitido principalmente

por artrópodes com padrões hematófagos, como mosquitos e carrapatos, são

capazes de infectar uma ampla variedade de hospedeiros, desde humanos até

animais como aves (Higgs, S. e Beary, B. J. 2004) (Figura 2).

Figura 2: Esquema das principais arboviroses, assim como os principais vetores e hospedeiros e

simples representação de como seria o ciclo de transmissão.
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Fonte: Livro Biology of disease vectors, cap. 14, p. 168. Higgs, S. e Beary, B.J., 2004.

Dengue e Zika são arbovírus transmitidas por mosquitos do gênero Aedes,

atualmente não existe vacina para o Zika, e para Dengue temos uma vacina, de

primeira geração, com um perfil de segurança aceitável mas que ainda necessita de

mais estudos para investigar sua eficácia a longo prazo e em grupos populacionais

diferentes (Pereira, T. S., et al. 2024). O controle do mosquito vetor é a única medida

disponível para reduzir o impacto negativo na sociedade causado pelas arboviroses

(Wilson et al., 2020). Portanto, é de interesse geral saber mais como se dá os

processos biológicos da digestão de sangue do A. aegypti, já que esse também

seria o período de infecção do mosquito com os arbovírus, para que a partir disso,

seja possível pensar em estratégias para moderar esse crescimento de arboviroses

no Brasil.

1.2 Digestão em insetos hematófagos

O principal sítio de digestão e absorção em insetos na maior parte das

espécies é o intestino médio. Este se constitui num tubo simples (ventrículo) de onde

podem se expandir divertículos (cecos gástricos) usualmente na sua extremidade

proximal (Silva, C. P., et al. 2012). Essa porção do aparelho digestivo contém uma

membrana conhecida como membrana peritrófica, que se forma após a refeição e

envolve o bolo alimentar.

Figura 3: Esquema representativo do aparelho digestivo de insetos.

Fonte: Livro Tópicos Avançados em Entomologia Molecular, cap. 5. Silva, C. P., et al. 2012.
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Assim que o animal se alimenta, se inicia uma cascata de eventos para que o

sangue seja transformado em fonte de nutrientes e o remanescente não digerido e

não aproveitado ou até mesmo tóxico seja excretado (Romoser, 1996).

O sangue é considerado um alimento de alta taxa nutritiva para esses animais

pois é constituído basicamente por proteínas como: hemoglobina, albumina entre

outras, também possui carboidratos e lipídeos em menor concentração. As fêmeas

da espécie utilizam o sangue como fonte essencial dos aminoácidos necessários

para a maturação de ovos (Silva, C. P., et al. 2012). Os aminoácidos, carboidratos e

lipídeos também irão atuar como fonte de energia para que essas fêmeas consigam

passar por esse processo de oviposição (Wells, M. e Pennington, J., 2004). O

processo digestivo ocorre na porção do intestino médio.

A digestão do sangue começa com a hidrólise do conteúdo do bolo alimentar

decorrente da ação de inúmeras enzimas digestivas secretadas após a ingestão do

alimento (proteases, carboxilases e lipases) que, juntamente com as proteínas

transportadoras, são fundamentais para a absorção de nutrientes (Santiago et al.,

2017; Talyuli et al. 2021).

A mesma pode ser dividida em 4 etapas, primeiro temos a remoção do

excesso de água do sangue alimentado, após ocorre a hemólise, a quebra das

macromoléculas liberadas pelas hemácias com o auxílio de inúmeras enzimas

digestivas e por fim a absorção dos nutrientes resultantes da digestão (Romoser,

1996).

A hemólise é um passo fundamental desse processo já que nela estão

contidas basicamente a grande maioria das proteínas e nutrientes importantes para

o metabolismo do mosquito., Acredita-se que a tripsina possa exercer algum papel,

além do já conhecido, na etapa da hemólise (Romoser, 1996). Na digestão estão

envolvidas inúmeras enzimas endopeptidases, responsáveis por quebrarem

macromoléculas em moléculas capazes de serem absorvidas, como a tripsina que

participa da porção inicial da digestão do sangue, durante a digestão intermediária

observamos a ação de aminopeptidases e carboxipeptidases (Terra e Ferreira 1994,

Romoser 1996).
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Figura 4: Esquema das vias de utilização de aminoácidos provindos da alimentação com sangue.

Fonte: Adaptação do Livro Biology of disease vectors, cap. 23, p. 312. Wells, M., Scaraffia, P. e Zhou

G., 2004)

Uma parte dos α-cetoácidos provindos da desaminação de aminoácidos

podem ser usados na via lipídica da produção de ovos e outra porção na produção

de energia, esses também podem participar da síntese de reserva energética

(lipídeos ou glicogênio + trealose) da fêmea (Wells, M., Scaraffia, P. e Zhou G.,

2004).

1.3 A enzima tripsina

A tripsina é uma serino protease, que são enzimas que contém um resíduo de

serina em seu sítio ativo, portanto esse resíduo que irá desempenhar o mecanismo

de ação nessas enzimas (Nelson, D. L. e Cox, M. M. 2014). Essas apresentam

preferência por clivar o lado carboxila de dois aminoácidos: a arginina e a lisina

(Terra, W.R. et al. 1996). Esta protease é a principal responsável pela digestão inicial

do sangue no Aedes aegypti, seu pico de atividade é geralmente observado 24

horas depois da alimentação (Lu, S.J. et al. 2006) e retornam ao seu nível basal

depois de 60 horas pós alimentação (Nuss, A.B. e Gulia-Nuss, M. 2023).

Em fêmeas Aedes aegypti a transcrição de tripsina é bifásica (Lu, S.J. et al.

2006), ou seja, ela é dividida entre fase precoce, que ocorre entre 1-3 horas pós

refeição sanguíneas, e fase tardia, que ocorre 8-36 horas pós refeição sanguínea
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(Felix, C.R. et al. 1991). Durante esse processo, diferentes tripsinas são transcritas

em diferentes quantidades no intestino médio após a alimentação (Santiago et al.

2017). O grupo das tripsinas precoces é expresso logo após a alimentação e diminui

8 horas após a ingestão de sangue (Lu, S.J. et al. 2006). O grupo de tripsinas

tardias começa a ser expresso em grande quantidade entre 8-10 horas pós refeição,

acredita-se que esse segundo grupo seja responsável por grande parte do processo

digestivo (Noriega, F., et al. 1996). É interessante pensar que esse sistema bifásico

de expressão de tripsina permite com que o mosquito avalie se a produção de

tripsinas tardias é realmente necessária para aquela refeição, via produção de

tripsinas precoces. Se houver uma refeição na qual a taxa proteica é muito baixa, ou

uma disponibilidade insignificante de nutrientes não haverá expressão e síntese de

tripsinas tardias (Wells, M. e Noriega, F., 1999), já que essa protease em grande

quantidade pode ser prejudicial para fisiologia do mosquito (Barrilas-Mury, C.V.,

Noriega, F. e Wells, M. 1995). Em mosquitos alimentados com compostos

açucarados também é observado a expressão de tripsina no processo de digestão

(Silva, C. P. et al. 2012).

Num estudo de Venâncio e cols. (2009) foi proposto que seria possível existir

mais oito possíveis tripsinas que atuariam durante a alimentação por sangue no

intestino médio do Aedes aegypti, o processo de digestão de mosquitos ainda se

mostra ser algo bem complexo (Silva, C. P., et al. 2012) e ainda se tem um longo

caminho a ser traçado quando se trata desse assunto.

1.4 A matriz peritrófica

Nos mosquitos, em seu intestino, após uma alimentação é possível observar

a presença de uma camada de compostos que irá separar o bolo alimentar das

células do intestino médio do animal (Richards e Richards, 1977; Peters 1992; Miller

e Lehane 1993), chamada de matriz ou membrana peritrófica. O tipo 1 de PM é

produzido pelas células do intestino médio, que são induzidas a secretar essa

'barreira' em insetos hematófagos quando acontece uma alimentação sanguínea

(Jacobs-Lorena and Oo, 1996; Tellam et al.,1999).
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A membrana peritrófica é composta majoritariamente por proteínas, quitina e

proteoglicanos. Ela irá separar o trato do intestino médio em três compartimentos

(Figura 5), o espaço ectoperitrófrico (espaço entre a PM e o epitélio do intestino

médio), o espaço endoperitrófico (espaço contendo o bolo alimentar no lúmen do

inseto) e a membrana em si (Hegedus, D. et al. 2009).

Figura 5: Representação do intestino médio do mosquito após uma alimentação com sangue.

Fonte: Adaptação do Livro Biology of disease vectors, cap. 22, p. 298. Jacobs-Lorena, M. e

Devenport, M., 2004)

A PM apresenta certa porosidade, portanto as macromoléculas (proteínas,

lipídeos e carboidratos) que iniciam no espaço endoperitrófico são parcialmente

digeridas, pelas endopeptidases, em peptídeos, açúcares e ácidos graxos e são

transportadas para o espaço ectroperitrófico para que a digestão se conclua.

Acredita-se que essa descontinuidade na degradação dos nutrientes, causada pela

PM, traga um certo aumento na eficiência do processo digestivo (Tellam, R. L. 1996).

Outra função atribuída à membrana peritrófica é proteger o intestino do inseto

contra possíveis toxinas que possam ser ingeridas pelo animal. Um exemplo é

depois de uma alimentação sanguínea, a hemoglobina quebrada no processo de

digestão libera a molécula heme, essa por sua vez pode acabar gerando moléculas

reativas e tóxicas para o organismo, se permanecer livre no intestino. Portanto, a PM

irá se ligar a heme para que ela seja excretada e não prejudique o metabolismo do

mosquito (Pascoa et al. 2002, Jacobs-Lorena, M. e Devenport, M., 2004 e Hegedus,

D. et al. 2009).

A PM também atua como uma barreira protetora entre o conteúdo no lúmen e

os tecidos do mosquito (Tellam, R. L. 1996). Essa barreira pode proteger o intestino

médio tanto de componentes no alimento que possam vir a afetar negativamente o

animal (Hegedus, D. et al. 2009) quanto contra a infecção de vírus, bactérias ou



22

parasitas. Os poros da membrana são muito pequenos e na maioria das vezes não

permitem a locomoção desses microorganismos para o espaço ectoperitrófico

(Tellam, R. L. 1996). Sabe-se que interferências na membrana peritrófica refletem

diretamente no acesso de microorganismo e toxinas externas ao intestino médio do

mosquito (Hegedus, D. et al. 2009).

O intestino é o primeiro ponto de comunicação entre mosquito e patógeno,

por isso acaba por exercer grande influência sob a competência vetorial do inseto

(Taracena‑Agarwal, M. L., et al. 2024).

1.5 A proteína vicilina

A vicilina é uma proteína de reserva, do tipo globulina 7S, recebem essa

denominação por conta do seu coeficiente de sedimentação (Shutov et al., 1995),

de múltiplas subunidades, encontrada principalmente nas sementes de leguminosas.

Sua principal função é fornecer aminoácidos essenciais para o crescimento

do embrião e desenvolvimento da planta.

Além dessas funções, ao longo dos anos foram descobertas outras possíveis

ações realizadas pela vicilina, como por exemplo atividade inseticida (Macedo et al.,

1993; Mota et al., 2003; Paes et al., 2008; Oliveira et al., 2014; Kunz et al., 2017),

envolvimento em processos de dessecação/re-hidratação (Bäumlein et al., 1995;

Shutov et al., 1998), atividade de ligação de sacarose (Braun et al., 1996) e atividade

antimicrobiana (Gomes et al., 1997; Marcus et al., 1999; Ng, 2004; Manners, 2007;

Monteiro et al., 2015).

Sabe-se que a vicilina atua como inseticida não somente em insetos

adaptados ao consumo de feijões como os carunchos C. maculatus, mas também a

insetos não-adaptados como as larvas de broca de cana-de-açúcar Diatraea

saccharalis (Mota et al., 2003) e as larvas do verme-de-trigo Tenebrio molitor (Paes

et al., 2008) se ligando a membrana peritrófica deles e consequentemente

dificultando seu desenvolvimento. A proteína aparenta ter propriedades

quitino-ligantes e como citado anteriormente a quitina representa uma grande parte

da composição das membranas peritróficas de insetos, portanto, esses estudos

evidenciam que em insetos não-adaptados à ingestão de vicilina também impacta

negativamente o seu organismo, e seu mecanismo de ação pode ser parecido com

os de lectinas, anticorpos e outros compostos quitino-ligantes como a heveína, uma
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cisteíno-protease encontrada em seringueiras (Hevea brasiliensis) (Loo et al. 2022)

e as quitinases (Wang and Granados, 2001).

Visto os efeitos inseticidas em insetos não-adaptados, a vicilina apresenta o

potencial de atuar no controle e manejo de insetos-pragas e vetores de doenças

tanto em humanos quanto em animais, como o mosquito Aedes aegypti, um inseto

de hábitos hematófagos e produtor de membrana peritrófica após a ingestão de

alimento.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar os possíveis efeitos tóxicos da proteína vegetal vicilina na fisiologia

digestiva do mosquito Aedes aegypti.

2.2 Objetivos específicos

● Avaliar a influência da vicilina em parâmetros da história de vida de fêmeas

adultas de Aedes aegypti tais como fertilidade.

● Avaliar o efeito da vicilina na fisiologia digestiva (cinética de digestão e

formação da matriz peritrófica) de fêmeas de Aedes aegypti alimentadas com

sangue suplementado com vicilina.

3. MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 Criação dos mosquitos

Os mosquitos A. aegypti foram criados em incubadoras isoladas no

laboratório como detalhado em Oliveira et al., 2011 e de acordo com padrões

internacionais estabelecidos pela comunidade de biologia de vetores (Gerberg,

1970). Adultos e larvas foram mantidos em fotoperíodo 12h claro: 12h escuro, a

aproximadamente 70-80% de umidade do ar e temperatura de 27°C. Uma solução

de sacarose 10% foi oferecida “ad libitum” aos adultos. Os ovos foram eclodidos em

bandejas de plástico contendo água filtrada e as larvas alimentadas com ração de

cachorro triturada. Assim que as larvas se tornam pupas foram transferidas para

gaiolas dentro de copos descartáveis de 50ml onde permanecem por até 48 horas,
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sendo esse o período esperado de metamorfose para a emersão do indivíduo

adulto. Junto as pupas foi colocado outro copo descartável contendo algodão

umedecido com solução sacarose 10% para que os mosquitos se alimentassem.

Todos os mosquitos usados nos experimentos foram fêmeas entre 3 e 10 dias de

vida.

3.2 Alimentação com sangue e vicilina

Os mosquitos foram separados em duas gaiolas, uma foi reservada para a

alimentação com sangue e a outra para a alimentação de sangue suplementado

com vicilina 1mg/ml. Foi preparado um banho maria para que a água que passasse

pelos alimentadores artificiais ficasse numa temperatura de 37ºC. O grupo

alimentado com sangue, foi suplementado com 10µl de ATP (1mM), um

fagoestimulante utilizado para atrair os mosquitos a consumirem o sangue

disponibilizado (Dutra H. L. C. et al., 2017). Já para o segundo grupo o sangue foi

suplementado com 10µl de ATP (1mM) e 20µl de vicilina 50mg/ml. Os dois grupos

foram alimentados com 1ml de sangue humano. Os mosquitos são deixados em

jejum por 16h-24h antes da alimentação.

Após a preparação dos sangues, eles serão oferecidos utilizando um

alimentador artificial de vidro aquecido por água a 37°C. Os animais ficam comendo

por pelo menos 1 hora, para otimizar a alimentação cobrimos a gaiola com saco de

plástico preto.

3.3 Medindo oviposição

Para medirmos a oviposição foram selecionadas 7 fêmeas totalmente

ingurgitadas de ambos os grupos e colocadas em gaiolas individuais juntamente

com um copo descartável contendo uma fita de papel filtro e o máximo de água

filtrada dentro para que as fêmeas realizem a postura dos ovos. Foi oferecido ad

libitum uma solução de sacarose 10% para que os mosquitos se alimentassem.

Após 5 dias, retiramos a fita com os ovos já postos e a deixamos secar num

recipiente por mais 1 dia separado, passado esse período foi realizada a contagem

do número de ovos que foram colocados no papel filtro utilizando um estereoscópio.
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3.4 Dissecação de mosquito

Os mosquitos foram dissecados 24 horas após a alimentação, foi retirado o

epitélio do intestino médio dos animais. Primeiramente, os mosquitos foram

colocados no freezer por cerca de 1-2 minutos para os adormecer, facilitando o

manuseio dos animais sem que haja perigo de escape, e então foram transferidos

para placas de petri sobre gelo,. A dissecação foi feita em etanol 50% com o auxílio

de pinças entomológicas e um estereoscópio. Assim que dissecados, os epitélios

foram lavados em PBS e transferidos para um tubo contendo 200µl de tampão

fosfato de sódio 200mM, pH 7,5. Foram dissecados 30 epitélios de cada grupo

alimentado, esses 30 epitélios foram divididos em 3 pools diferentes de 10 epitélio,

portanto para cada epitélio temos 20µl de tampão fosfato 200mM. No final da

dissecação teremos 60 epitélios, 30 de mosquitos alimentados apenas com sangue

que são divididos em 3 tubos contendo 10 epitélios dissecados e 30 de mosquitos

alimentados com uma solução de sangue e vicilina 1mg/ml na mesma disposição

que o outro grupo.

3.5 Ensaio enzimático da Tripsina

Numa placa de ELISA com 96 poços utilizamos 11 desses poços para fazer a

curva padrão com p-nitroanilina numa diluição seriada de 0,02mM - 0,2mM, em

todos eles o volume final foi de 100µl. Em outro poço é feito o branco do substrato

contendo 50µl de tampão fosfato de sódio 200mM, pH 7,5 e 50µl de substrato, com

o intuito de ser nosso controle para corrigir quaisquer interferências na leitura que

não seja causada pela atividade enzimática. No ensaio é utilizado o substrato Bapna

4mM, esse nos foi fornecido pelo professor Carlos Peres do Departamento de

Bioquímica da UFSC, o restante dos poços contém os seis grupos de amostras

utilizamos 50µl de amostra bruta, em estimativa seriam 2,5 epitélios por poço, e 50µl

de substrato. A análise das amostras é feita em triplicata técnica.

A placa então é lida numa leitora de ELISA, em um comprimento de onda de 405nm.
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3.6 Determinação de proteínas

Para a determinação de proteína total nas amostras utilizamos o método de

Bradford (1976), usando a proteína albumina sérica bovina (BSA) para a construção

da curva padrão.

3.7 Estatística

Para os cálculos direcionados à atividade específica da tripsina foi feita uma

regressão linear simples com p < 0,0001 e as construções dos gráficos foram

geradas com o auxílio do programa GraphPad Prism em sua versão 9.0.2.

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

A maturação dos ovários e formação dos ovos do Aedes aegypti está

diretamente ligada à alimentação sanguínea (Eldridge, B. 2004). Utilizando os

nutrientes provindos da alimentação sanguínea, a proteína precursora de vitelo

(YPP) é sintetizada. Ela é responsável por acumular e reservar nutrientes como

aminoácidos para o desenvolvimento dos oócitos, processo que compõem a

vitelogênese (Raikhel, A. 2004). Os nutrientes necessários para esse processo, são

adquiridos através da digestão do sangue de vertebrados, como aminoácidos,

lipídeos e carboidratos. Esses nutrientes, são transportados para o corpo gorduroso

do mosquito, uma vez lá, esses aminoácidos absorvidos são metabolizados em

YPPs e então levados para os oócitos, localizados nos ovários (Pinch, M. et al.

2021).

Em decorrência do papel fundamental que o sangue exerce para o processo

de vitelogênese, decidimos alimentar mosquitos com uma solução de sangue e

vicilina 50 mg/ml a fim de observar se a proteína causaria algum efeito negativo no

organismo do inseto. Se essa hipótese estivesse correta, a presença de vicilina

afetaria diretamente a oviposição do animal. Logo, se a vicilina interferisse de algum

jeito na absorção de nutrientes durante a digestão esperaríamos observar uma

queda na quantidade de ovos postos pelo mosquito. Uma deficiência na taxa de

absorção supostamente causada pela interação bioquímica entre a vicilina e a PM
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do animal significaria menos nutrientes disponíveis para serem absorvidos e

realocados no processo de vitelogênese.

Aos serem alimentados, os mosquitos separados em gaiolas individuais,

permaneceram por 96 horas em função da oviposição, visto que a reserva de

proteínas e lipídeos nos oócitos começam geralmente 48 horas após uma

alimentação sanguínea (Troy et al., 1975). Ao final desse período se espera que o

processo de oviposição tenha acabado. E então a contagem dos ovos postos no

papel filtro, previamente colocado dentro da gaiola, foi feita. Não foi observada uma

diferença significativa entre o grupo de mosquitos alimentado com sua dieta normal,

somente sangue, e o grupo de mosquitos alimentados por uma dieta suplementada

com vicilina (Figura 6).

Uma fêmea bem alimentada e saudável geralmente costuma produzir cerca

de 100 - 150 ovos por alimentação (Eldridge, B. 2004), em nosso experimento as

fêmeas alimentadas somente com sangue apresentaram uma média de 74 ovos

postos, e as suplementadas com a proteína vicilina tiveram uma média de 70 ovos.

Apesar de existir uma pequena diferença entre o número de ovos postos pelos dois

grupos isso provavelmente não representa uma grande mudança no metabolismo do

inseto pois se era esperado que a oviposição diminuísse drasticamente já que, em

teoria, a vicilina por ser uma quitino-ligase se ligaria a PM e criaria uma 'barreira'

entre o espaço endo e ectoperitrófico impossibilitando o fluxo de moléculas entre os

dois.

Se o fluxo de nutrientes provindos da digestão é interrompido o mosquito teria

disponível para usar na produção de ovos uma quantidade consideravelmente

menor de nutriente, ou seja, o número de ovos cairia consideravelmente o que nos

leva a acreditar que a vicilina não apresenta nenhum obstáculo para a obtenção de

nutrientes vindos da digestão.
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Figura 6: Contagem de ovos após 96 horas da alimentação sanguínea suplementada com vicilina

1mg/ml.

Legenda: O símbolo do círculo representa o grupo controle positivo, Sangue, o símbolo diamante

representa o grupo de estudo, Sangue + Vicilina. A linha vermelha representa a média. Cada símbolo

representado na figura equivale a quantidade de ovos postos por uma fêmea adulta.

A quitina é um composto importante da membrana peritrófica, quando

secretada no intestino médio do mosquito ela se organiza em fibras fornecendo um

esqueleto para que proteínas e outros componentes se liguem dando força e

estrutura para a membrana (Jacobs-Lorena, M. e Devenport, M., 2004 e Hegedus,

D., Toprak, U. e Erlandson, M. 2019). Graças ao seu envolvimento crucial na

digestão de inseto e defesa contra a ingestão de possíveis patógenos, a membrana

peritrófica é um excelente alvo para controle e manejo de insetos-pragas já foram

desenvolvidos alguns estudos que por meio de compostos produzidos em vegetais

atuaram de alguma maneira como 'entupidores' da membrana peritrófica, inclusive

estudos envolvendo a proteína vicilina. Como mecanismo de defesa as plantas às

vezes sintetizam compostos que contém propriedade de quitino-ligase e quando

estes interagem com a quitina da membrana peritrófica do inseto acabam por

interferir na absorção de nutrientes (Yunes, A. et al. 1998), larvas de Callosobruchus

maculatus e Diatraea saccharalis quando oferecidas com uma dieta suplementada

com vicilina apresentam uma queda na taxa de sobrevivência (Sales, M. P. et al.

2001; Mota et al., 2003; Uchôa, A. et al. 2006; Souza, S. et al. 2010). Nos estudos
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citados, as concentrações de vicilina usadas na alimentação eram maiores do que a

utilizada neste trabalho, talvez seja necessário rever a concentração escolhida.

Pode-se pensar que se uma concentração maior, ou até mesmo parecida com a

destes estudos fosse aplicada em trabalhos futuros a vicilina possa vir a apresentar

efeitos negativos na fisiologia digestiva do mosquito.

Portanto pensando nas propriedades químicas da proteína vicilina e papel

importante que a membrana peritrófica exerce durante a digestão do mosquito

Aedes aegypti, foi realizado um estudo para medir a atividade específica da enzima

tripsina, uma das enzimas mais importantes para o processo de digestão do

mosquito.

A permeabilidade da PM é importante para manter o fluxo de moléculas, uma

vez que, as enzimas digestivas precisam ser capazes de transitar livremente, chegar

ao bolo alimentar para a degradação das macromoléculas e os produtos da digestão

precisam sofrer difusão para alcançarem as células epiteliais do intestino médio e

serem absorvidos (Jacobs-Lorena, M. e Devenport, M., 2004). Uma forte ligação

entre uma quitino-ligase como a vicilina e a quitina constituída na membrana

apresenta ser uma ameaça para esse fluxo dinâmico.

A fim de observar se a vicilina atrapalha o fluxo de tripsina e sua atuação

durante a digestão, mosquitos Aedes aegypti foram alimentados com sangue e

vicilina 1mg/ml na qual se alimentaram até ficarem completamente ingurgitadas e 24

horas após a alimentação, durante o pico de ação da tripsina (Lu, S.J. et al. 2006),

foi realizada a dissecação dos epitélios intestinais. Esses, foram macerados com um

pistilo de vidro 125µl e as amostras submetidas a testes enzimáticos-colorimétricos,

utilizando o substrato específico BAPNA 4 mg/mL e ensaio de Bradford para a

determinação total de proteínas e normalização da atividade específica.

Ao analisar os resultados não é visível nenhuma queda significativa entre o

grupo alimentado com uma dieta normal de sangue e o alimentado com sangue

suplementado com vicilina. Como pode ser observado no grupo que foi alimentado

com um sangue suplementado com 1mg de SBTI, um inibidor conhecido de tripsina

extraído da soja (Figura 7), nos indicando que a vicilina não age de nenhuma forma

como inibidora da enzima tripsina e provavelmente também não apresenta nenhuma

interferência em seu fluxo pela membrana peritrófica já que a tripsina é uma enzima

tanto endoperitrófica quanto ectoperitrófica portanto atuará durante todo processo de

digestão.
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Figura 7: Atividade específica da tripsina após 24 horas da alimentação sanguínea. Foram feitas

replicatas biológicas e técnicas do experimento, duas para o grupo sangue + vicilina e uma para o

grupo SBTI, o grupo de sangue por ser nosso controle positivo esteve presente em todas as três

rodadas de experimentos.

Legenda: Cada símbolo representado na figura equivale a uma amostra contendo 10 epitélios de

intestino de Aedes aegypti.

Tabela 1: Resultados do teste estatístico (ANOVA - Kruskal-Wallis)

Tabela 2: Resultados do teste estatístico (Teste de Dunn para comparação múltipla)
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Legenda: As tabelas detalham os testes estatísticos a fim de verificar se os resultados apresentam

significância estatística.

Como os estudos que analisam o efeito inseticida da vicilina foram realizados

em larvas talvez o metabolismo e processo de digestão de um indivíduo adulto seja

mais complexo e consiga reverter de alguma maneira o possível efeito negativo que

a proteína exerce sob a PM, pode-se especular também que por termos trabalhado

com fêmeas adultas seja necessário administrar concentração mais alta de vicilina

na alimentação com sangue por se tratar de um indivíduo mais desenvolvido e

maduro. Além disso acredito que seja de interesse geral investigar se a vicilina

afetaria de alguma forma as larvas do Aedes aegypti, por já se ter conhecimento que

larvas de outros insetos são efetivamente prejudicadas pela ingestão de vicilina,

provavelmente veríamos efeitos similares no desenvolvimento das larvas do

mosquito por se tratar de ser uma fase mais inicial e vulnerável do inseto na qual

muitos mecanismos de defesa ainda estão se desenvolvendo.

5. CONCLUSÃO

Conclui-se portanto que a vicilina não apresentou capacidade de bloqueio da

atividade de tripsina e redução na postura de ovos em Aedes aegypti. Esses

resultados sugerem que a vicilina não altera a permeabilidade da PM de Aedes

aegypti.

Logo, a proteína vicilina, nas condições experimentais testadas, não é uma

alternativa eficaz para interferir na fisiologia de digestão do mosquito Aedes aegypti.
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