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RESUMO 

 

Diversos parasitas, agentes etiológicos de uma série de agravos, são transmitidos por 

mosquitos vetores em todo o mundo. A despeito de sua importância médica, ainda 

existem muitas lacunas no conhecimento da embriogênese desses insetos. Ovos de 

espécies do gênero Aedes resistem à dessecação, e são capazes de sobreviver vários 

meses no seco em estado de quiescência ao final da embriogênese. Entretanto, ovos 

de espécies de outros gêneros, como Anopheles e Culex, não possuem capacidade 

de resistir a longos períodos de exposição ao seco, apesar de adquirirem algum grau 

de impermeabilidade. Nos mosquitos Aedes aegypti e Anopheles gambiae tem sido 

mostrado que, durante a embriogênese, a síntese da cutícula serosa (CS), que contém 

quitina, coincide com a aquisição da resistência dos ovos à dessecação (ROD). O 

objetivo deste trabalho foi investigar, comparativamente, a embriogênese de diferentes 

mosquitos vetores, para elucidar semelhanças e diferenças na ROD. A maior parte do 

trabalho foi realizada com as espécies Ae. aegypti, An. aquasalis e Cx. 

quinquefasciatus. Verificamos que para An. aquasalis e Cx. quinquefasciatus a 

formação da CS também é simultânea à aquisição de ROD e contém quitina. O tempo 

requerido para a finalização da embriogênese de Ae. aegypti, An. aquasalis e Cx. 

quinquefasciatus é, respectivamente, 77,4, 51,3, e 34,2 horas após a postura. A 

formação da CS ocorre em estágio embrionário equivalente para Ae. aegypti e An. 

aquasalis e um pouco mais tardio para Cx. quinquefasciatus. Ao final da embriogênese 

diferentes níveis de ROD foram detectados: alto para Ae. aegypti, médio para An. 

aquasalis e baixo para Cx. quinquefasciatus. Com o objetivo de entender essas 

diferenças, avaliamos, comparativamente, alguns aspectos físicos dos ovos: 

comprimento, largura, área, volume, peso e a superfície da casca. Apesar de 

diferenças interessantes e significativas terem sido observadas, não foi possível 

estabelecer correlação direta entre ROD e tais aspectos, quando avaliados 

individualmente. Quantificação do polissacarídeo quitina revelou tendência de maior 

conteúdo em cascas de ovos de espécies mais resistentes ao seco. Além disso, 

diferenças significativas foram encontradas no grau de melanização dos ovos das 

diferentes espécies, sugerindo que ovos mais melanizados são mais resistentes ao 

seco. Essa hipótese foi testada utilizando o mutante GORO da espécie An. 

quadrimaculatus. Nesta linhagem a melanização não ocorre corretamente, e as cascas 

de seus ovos têm aparência dourada. Em contraste, seu equivalente selvagem (WT) 

possui ovos de casca escura. Ovos GORO possuem ROD deficiente: quando expostos 

ao seco por 10 horas após a formação da CS, apenas 12,3% são viáveis, em 

contraste com 66,5% de ovos WT. Nossos resultados confirmam de forma direta que, 

além da quitina da CS, a melanização da casca dos ovos é importante para a 

impermeabilização dos ovos de insetos. 
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ABSTRACT 

 

Several parasites, etiologic agents of a number of diseases, are transmitted by 

mosquito vectors worldwide. Despite their medical importance, many gaps in our 

knowledge about the embryogenesis of these insects still remain. Eggs from the Aedes 

genus resist to desiccation, and are able to survive several months in dry conditions in 

a quiescent status at the end of embryogenesis. In contrast, eggs belonging to other 

genera, like Anopheles and Culex, do not withstand long periods of exposure in dry 

conditions, although they acquire some degree of impermeability. It has already been 

demonstrated that, in the course of Aedes aegypti and Anopheles gambiae 

embryogenesis, the synthesis of the serosal cuticle (SC), which contains chitin, 

coincides with the acquisition of egg resistance to desiccation (ERD). The aim of the 

present work was to investigate, under a comparative basis, the embryogenesis of 

different mosquito vectors, in order to elucidate ERD similarities and differences. Most 

of the work was performed with Ae. aegypti, Anopheles aquasalis and Culex 

quinquefasciatus. We found that, for An. aquasalis and Cx. quinquefasciatus, ERD 

acquisition is also simultaneous to the development of SC, a layer containing chitin. 

Time required for embryogenesis completion is 77.4, 51.3, and 34.2 hours after 

egglaying for respectively Ae. aegypti, An. aquasalis and Cx. quinquefasciatus. The 

formation of SC occurs in an equivalent embryonic stage for Ae. aegypti and An. 

aquasalis, but a little later for Cx. quinquefasciatus. At the end of embryogenesis 

different ERD levels were detected: high for Ae. aegypti, medium for An. aquasalis and 

low for Cx. quinquefasciatus. In order to understand these differences, we 

comparatively evaluated some physical aspects of the eggs: length, width, area, 

volume, weight and eggshell surface appearance. Although interesting and significant 

differences have been observed, it was not possible to establish any direct correlation 

between ERD and these physical aspects, when individually considered. Quantification 

of chitin revealed tendency of higher amount of this polysaccharide in the eggshells of 

species more resistant to desiccation. Furthermore, significant differences were found 

in the degree of melanization of eggs from the different species, suggesting that more 

melanized eggs are also more resistant to dry conditions. This hypothesis was tested 

using the An. quadrimaculatus GORO mutant. In this strain, melanization does not 

occur properly, and the eggs have a golden appearance. Eggshells from the wild type 

(WT) strain, in contrast, are dark. GORO eggs exhibit a defective ERD: when exposed 

to dry conditions during 10 hours after the SC formation only 12.3% are viable, in 

contrast with 66.5% of WT eggs. Our results confirm, directly, that beyond the chitin 

present in the SC, the eggshell melanization is an important factor towards insect eggs 

impermeability. 
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1) INTRODUÇÃO 

 

1.1) Relevância dos insetos 

O sucesso evolutivo de um animal pode ser medido de várias 

formas, mas certamente o número de espécies que o grupo contém e a 

extensão de sua distribuição geográfica são critérios significativos e de fácil 

avaliação. No grupo dos insetos, animais pertencentes ao filo Artropoda, subfilo 

Hexapoda e classe Insecta, são conhecidas aproximadamente um milhão de 

espécies e estão estimadas mais de cinco milhões a serem descritas (Grimald 

e Engel 2005, Brusca e Brusca 2007, Ruppert e Barnes 2008). Esses animais 

apresentam uma vasta distribuição em todo o planeta Terra. Estão presentes 

tanto em ambientes terrestres quanto aquáticos. Podem ser encontrados nos 

mais diversos lugares: nas superfícies oceânicas, regiões litorâneas marinhas, 

nascentes sulfúricas e até riachos glaciais, estando ausentes apenas das 

águas marinhas subtidais (Borror e Delong 1988, Brusca e Brusca 2007, 

Ruppert e Barnes 2008). Avaliando os padrões apresentados acima é possível 

justificar o êxito obtido por este grupo de artrópodes. 

Características adaptativas que evoluíram de representantes 

ancestrais de um grupo animal geralmente são atribuídas a seu sucesso. De 

fato, a evolução de tais características permite radiação das espécies, as quais, 

a partir de então, podem ocupar novos nichos ecológicos. O grande sucesso 

dos insetos poderia, portanto, ser atribuído à evolução de algumas 

características cruciais para este grupo, como por exemplo as asas, localizadas 

no tórax e encontradas na maioria dos representantes do grupo. As asas 

possibilitam o voo a longas distâncias o que, entre outros, potencializa o 

acesso aos alimentos e ajuda a fugir de predadores. Outra característica 

importante, típica de insetos holometábolos, é a existência de uma fase larvar 

durante o desenvolvimento, o que possibilita a utilização de recursos diferentes 

da fase adulta (Grimald e Engel 2005, Brusca e Brusca 2007, Ruppert e Barnes 

2008). Não menos importante para o sucesso de muitos insetos são 

adaptações de seus ovos: alguns grupos apresentam casca resistente à 

dessecação, que permite a exposição a diversas condições ambientais, por 

vezes extremas (Brusca e Brusca 2007, Ruppert e Barnes 2008). Ovos de 
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culicídeos, objeto desta tese, serão abordados de forma detalhada, com ênfase 

no processo de aquisição de resistência à dessecação, mais à frente. 

Muitos insetos têm grande valor ecológico e econômico por suas 

atividades, como a polinização. Cerca de dois terços das plantas floríferas 

dependem exclusivamente dos insetos para reprodução. Insetos fornecem aos 

seres humanos alimento e matéria prima, a exemplo das espécies Apis 

mellifera (Linnaeus 1758) e Bombyx mori (Linnaeus 1758), responsáveis pela 

produção de mel e seda, respectivamente. Insetos têm também relevante 

participação na cadeia alimentar, servindo como fonte de alimento para 

pássaros, peixes e outros animais; atuam no controle de animais e plantas 

nocivas e participam da decomposição de matéria orgânica (Borror e Delong 

1988, Ruppert e Barnes 2008). Entretanto, os insetos muitas vezes estão 

associados a incômodo humano ou a transmissão de doenças, atuando como 

vetores de diversos parasitas. Além disso, muitos grupos são considerados 

pragas agrícolas, e chegam a provocar perdas da ordem de um terço de toda 

produção mundial (Brusca e Brusca 2007). 

 

1.2) Dípteros 

Os dípteros constituem uma das mais amplas ordens de insetos 

holometábolos, com número de indivíduos e de espécies abundantes em quase 

todos os lugares do mundo (Borror e Delong 1988). Esta gigantesca ordem 

compreende cerca de 10.000 gêneros. Os Diptera distinguem-se prontamente 

dos outros insetos alados por possuírem apenas um par de asas transparentes 

e funcionais, equivalente ao par anterior das outras ordens. O par posterior 

está substituído por halteres, estruturas de tamanho reduzido que dão 

equilíbrio ao inseto durante o voo (revisto por Forattini 1996 e Rey 2001). 

Apesar de geralmente pequenos, os dípteros podem ter grande 

importância, tanto econômica quanto médica, ou ainda como modelo de estudo 

de diversas áreas do conhecimento, como é o caso da mosca da fruta 

Drosophila melanogaster (Meigan 1830). Esta ordem é dividida em dois grupos: 

os dípteros inferiores (parafilético) que contém, dentre outras, as famílias 

Culicidae (mosquitos) e Psychodidae (flebotomíneos), e o grupo dos 

Neodiptera (monofilético) que contém as moscas como, por exemplo, a D. 

melanogaster (Wiegmann et al 2011). A grande importância médica de vários 
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membros da família Culicidae está relacionada ao hábito hematofágico das 

fêmeas de algumas espécies, que desenvolvem potencial de transmissão de 

patógenos e de disseminação de doenças que causam grande agravo à saúde 

pública (Consoli e Lourenço de Oliveira, 1994, Forattini 1996). 

 

1.3) Culicídeos vetores 

Os primeiros registros concretos que associam a transmissão de 

parasitoses aos culicídeos datam do século XIX, com a comprovação por 

Patrick Manson, em 1877, da transmissão de filárias. Esta ideia foi confirmada 

por Lewis, no mesmo ano, ao mostrar que a Filaria sanguinis hominis (Mastim 

1888) (nematódeo causador da elefantíase) desenvolvia-se em Culex fatigans 

(Wiedemann, 1828), mosquitos marrons que colocavam os ovos aderidos uns 

aos outros. Em 1897 a transmissão, por mosquitos, de plasmódios parasitas da 

malária, também foi confirmada (Christophers 1960, Beauty e Marquardt 1996). 

Culicídeos podem ser vetores de inúmeros parasitos, alguns dos 

quais responsáveis por surtos e epidemias, e todos fonte de preocupação para 

a saúde pública: protozoários, helmintos, ou mesmo arbovírus, como dengue, 

febre amarela, febre do Nilo Ocidental e chikungunya. Países em 

desenvolvimento são os mais afetados, tanto pela precária infraestrutura 

sanitária e dos sistemas públicos de saúde quanto pelas condições climáticas 

típicas das zonas tropicais e subtropicais, propícias ao desenvolvimento de 

vetores onde, em geral, estes países estão localizados (Clements 1992, 

Maciel-de-Freitas et al 2012). 

São muitos os esforços para minimizar o impacto destes parasitas 

sobre o homem. Entretanto, na maior parte dos casos, ainda não estão 

disponíveis nem vacinas nem tratamentos específicos para as pessoas 

acometidas (OMSa 2014). Nesse sentido, o estudo da biologia dos vetores, elo 

“vulnerável” da cadeia de transmissão de muitos agravos, contribui para o 

desenvolvimento de novas estratégias de controle. 
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1.4) Mosquitos vetores abordados neste estudo 

1.4.1) Aedes aegypti (Linnaeus 1762) 

De fácil reconhecimento para os taxonomistas, Aedes aegypti, 

pertence ao subgênero Stegomya e é um mosquito de corpo escuro na fase 

alada, possuindo manchas brancas na superfície dorsal e um desenho, 

composto por escamas claras em forma de “lira”, em seu escudo do tórax 

(Figura 1.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1: Mosquito Aedes aegypti. Seta aponta para a região do tórax que exibe o 
desenho das escamas em forma de “lira”. As três regiões corporais, comum a todos os 
insetos, estão indicadas à esquerda. Adaptado de Rueda 2004. 

 

Oriundo do Velho Mundo, Ae. aegypti foi originalmente descrito no 

Egito, daí seu nome específico; atualmente tem distribuição mundial, ocorrendo 

em regiões tropicais e subtropicais. No Brasil, esta espécie foi introduzida 

durante o período colonial, provavelmente com o tráfico de escravos, vindo nos 

estágios de ovo ou larva nos barris de armazenamento de água das 

embarcações. Como era vetor da febre amarela, foi intensamente combatido 

em nosso território, chegando a ser considerado erradicado em 1955. Contudo, 

países vizinhos, como as Guianas, Venezuela, Estados Unidos, dentre outros 

centro-americanos, não o erradicaram. Esse descuido culminou na reinvasão 

do Brasil pelo Ae. aegypti, na década de 1960 (Consoli e Lourenço-de-Oliveira 

1994). 

cabeça

tórax

abdome
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No gênero Aedes há muitas espécies silvestres, de habitat 

essencialmente florestal, realizando repasto sanguíneo em diversos 

vertebrados, que não o homem (Forattini et al 1990). Algumas espécies deste 

gênero se adaptaram perfeitamente ao ambiente urbano, e se tornaram 

importantes transmissores de patógenos. É o caso de Ae. aegypti, espécie 

sinantrópica e antropofílica (Nelson 1986, Consoli e Lourenço-de-Oliveira 1994) 

que, no ambiente urbano, está presente principalmente no domicílio e no 

peridomicílio, onde encontra condições favoráveis para completar seu ciclo de 

vida. Esta espécie é considerada o vetor primário do vírus dengue (DENV), 

apesar de existirem variações entre populações do vetor, conferindo-lhes 

diferentes níveis de competência vetorial. Além disso, está entre os culicídeos 

envolvidos na transmissão do vírus chikungunya (Jupp et al 1981, Maciel-de-

Freitas et al 2012, Dupon-Rouzeyrol et al 2012). 

Algumas características biológicas da espécie Ae. aegypti são 

responsáveis por sua expansão geográfica ao longo dos anos, dificultando o 

controle desse vetor (Valle et al 2014). Entre elas estão: a preferência desta 

espécie por alimentação em humanos, o hábito de espalhar os ovos por muitos 

criadouros, a diversidade de sítios de postura e a discordância gonotrófica, ou 

seja, a habilidade de picar mais de uma pessoa a cada lote de ovos produzido. 

Em particular, destaca-se a forte capacidade dos ovos desta espécie de 

permanecerem viáveis no seco, em estado de quiescência, por meses, 

aguardando que o criadouro seja novamente alagado (Christophers 1960, 

Kliewer 1961, Consoli e Lourenço-de-Oliveira 1994). 

 

1.4.2) Anofelinos 

Mosquitos do gênero Anopheles pertencem à subfamília 

Anophelinae. Anofelinos adultos apresentam corpo delgado, coloração escura 

e asas longas com escamas formando áreas com manchas claras e escuras. 

De comportamento crepuscular e característico, os anofelinos muitas vezes 

são chamados de mosquitos prego porque, durante o pouso, ficam oblíquos à 

superfície (Figura 1.2) (Consoli e Lourenço-de-Oliveira 1994). 
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Figura 1.2: Mosquito do gênero Anopheles, pouso oblíquo à superfície (adaptado de 
http://fmel.ifas.ufl.edu/key/genus/anopheles.shtml). 

 

Há aproximadamente 400 diferentes espécies de mosquitos do 

gênero Anopheles, mas apenas cerca de 30 são vetores de importância 

médica. Neste gênero encontram-se os principais vetores de agentes 

etiológicos da malária, protozoários parasitas do gênero Plasmodium. Entre as 

doenças de origem parasitária, a malária é a de maior morbidade e mortalidade 

em todo o mundo; ocorre especialmente nos países em desenvolvimento, 

predominantemente de regiões tropicais e subtropicais, e implica em sérios 

custos sociais e econômicos (OMSb 2014). No Brasil, existem 54 espécies de 

anofelinos, pertencentes a cinco subgêneros: Nyssorhynchus, Kerteszia, 

Stethomyia, Lophopodomyia e Anopheles. Os vetores de malária humana no 

país pertencem aos subgêneros Nyssorhynchus e Kerteszia sendo que 

Anopheles darlingi (Root 1926) é o principal vetor (Consoli e Lourenço-de-

Oliveira 1994, Rosa-Freitas et al 1998). 

As formas imaturas dos vetores de malária nas Américas em geral 

se desenvolvem em grandes coleções de água. A associação da malária com 

empreendimentos do setor hidrelétrico e de esquemas de irrigação em 

ambientes tropicais vem sendo citada em estudos de impacto ambiental como 

um alerta, pois grandes construções que provocam mudanças no ecossistema 

local propiciam a formação de criadouros e a proliferação dos mosquitos 

vetores (Sanchez-Ribas et al 2012). 

Abaixo estão descritos alguns aspectos de duas espécies de 

anofelinos estudadas nesta tese. 
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1.4.2.1) Anopheles aquasalis (Curry, 1932) 

O mosquito An. aquasalis, do subgênero Nyssorhynchus, quando 

imaturo vive em habitats aquáticos ensolarados contendo vegetação 

emergente, bem como em água salobra e fresca. É preferencialmente 

encontrado em águas claras, não poluídas, como bolsões de água salobra e 

lagunas, embora haja registro de exemplares encontrados em águas turvas, 

corpos de água de fluxo lento, em número relativamente elevado. A preferência 

da espécie por alagados com algum teor de cloreto de sódio determina sua 

distribuição; por exemplo, no Brasil, é considerado o principal vetor na região 

costeira (Rosa-Freitas et al 1998, Sinka et al 2010). 

A densidade de An. aquasalis é sazonal, sendo mais abundante nas 

estações chuvosas. Assim como muitos outros mosquitos deste gênero, é 

essencialmente crepuscular. É zoofílico, alimentando-se preferencialmente de 

vertebrados não humanos. É também considerado exófilo, adentrando as 

residências para realizar a hematofagia apenas quando está em alta densidade 

populacional. Contudo, em certas localidades do litoral nordestino, é comum 

observar espécimes de An. aquasalis picando o homem dentro das habitações 

(Figura 1.3), fora do período crepuscular (Consoli e Lourenço-de-Oliveira 1994, 

Sinka et al 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3: Mosquito Anopheles aquasalis realizando repasto sanguíneo. Imagem de 
Genilton Vieira - Fiocruz. 

 

Apesar de ser um vetor de malária muito menos importante que An. 

darlingi, visto que a transmissão está associada a locais e ocasiões em que 

está presente em elevada densidade, An. aquasalis é considerado vetor 

primário de malária nas zonas áridas do Nordeste e em todas as planícies 

costeiras do país (Rosa-Freitas et al 1998). 
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1.4.2.2) Anopheles quadrimaculatus (Say, 1824) 

Oriundo da América do Norte, An. quadrimaculatus pertence ao 

subgênero Anopheles, subgrupo Quadrimaculatus, e é o mais importante 

anofelino, e principal vetor de malária, no leste, centro e sul dos Estados 

Unidos (Figura 1.4). Está presente também no México e Canadá (Rutledge e 

Meek 1998, Harbach et al 2007). Anopheles quadrimaculatus está associado 

com a produção de arroz, sendo principalmente encontrado quando os campos 

de cultivo são inundados (Rutledge e Meek 1998, Sinka et al 2010). Tais 

condições refletem aquelas encontradas no habitat natural, onde fêmeas 

depositam seus ovos: grandes coleções de águas mansas, como lagunas e 

pântanos com vegetação emergente. 

Os adultos parecem ser preferencialmente zoofílicos e exofílicos. 

Anopheles quadrimaculatus geralmente realiza o repasto sanguíneo durante a 

noite, com maior atividade ao entardecer e amanhecer. O descanso depois do 

repasto sanguíneo inclui locais como buracos de árvores e celeiros de gado, 

por exemplo (Sinka et al 2010). 

 

1.4.2.3) O mutante GORO de Anopheles quadrimaculatus 

Esta linhagem foi criada pela combinação de duas outras linhagens: 

Golden cuticle e Rose eye (daí o nome GORO). Essas duas linhagens 

possuem mutações no cromossomo X que foram induzidas pelo agente 

mutagênico químico EMS (metanosulfonato de etila). Na linhagen Golden 

cuticle, todos os estágios de vida possuem aspecto dourado, isto é, com 

melanização deficiente em relação a linhagens selvagens. Na linhagem Rose 

eye, os olhos possuem coloração rosa, diferente do selvagem que possui olhos 

pretos. Assim, mutantes GORO (Figura 1.5) são mais claros (dourados) e 

possuem olho rosa, diferente da linhagem selvagem (Figura 1.4) (Greene et al 

2003, BEI 2014). O fenótipo mais claro é observado em todas as fases do 

desenvolvimento, incluindo os ovos. 
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Figura 1.4: Anopheles quadrimaculatus realizando repasto sanguíneo sobre 
hospedeiro humano. Imagem de Sean Mc Cann, Universidade da Flórida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.5: Fenótipo dourado da linhagem GORO de Anopheles quadrimaculatus. (1,2 
e 4): adulto; (2): ovos. Adaptado de www.mr4.org. 
 

1.4.3) Culex quinquefasciatus (Say, 1823) 

A espécie Culex quinquefasciatus, do complexo Cx. pipiens, 

pertence à subfamília Culicinae e subgênero Culex, e ocorre principalmente em 

regiões tropicais e subtropicais (Cornel et al 2003). Embora tenha sido 

primeiramente descrito em Nova Orleans, EUA, é encontrado em muitas 

regiões do globo, principalmente na África, Américas, Oceania e em regiões 

meridionais da Ásia, estando ausente apenas no extremo norte de algumas 

regiões temperadas. Este culicíneo também se encontra distribuído por todo o 

território brasileiro. Quando adulto, Cx. quinquefasciatus é considerado um 

mosquito de grande porte; sua coloração marrom claro ajuda na identificação 

da espécie (Figura 1.6). Extremamente antropofílico, Cx. quinquefasciatus 

ocorre e é abundante onde o homem está presente, associando-se a 

1 2

3

4

http://www.mr4.org/
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aglomerados humanos, tanto em áreas urbanas como em vilarejos rurais 

(Consoli e Lourenço-de-Oliveira 1994). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.6: Mosquito adulto da espécie Culex quinquefasciatus. Retirado de 
http://fmel.ifas.ufl.edu/key/genus/culex_quin.shtml). 

 

Culex quinquefasciatus e Cx. pipiens são os principais vetores do 

nematódeo Wuchereria bancrofti, agente etiológico da filariose bancroftiana. 

Culex quinquefasciatus e outros mosquitos do mesmo gênero também são 

capazes de transmitir ao homem diversos arbovírus de importância médica, 

como o vírus da encefalite de Saint Louis e o vírus do Oeste do Nilo (Consoli e 

Lourenço-de-Oliveira 1994, Khalil et al 2008, Micieli et al 2013). Este mosquito, 

popularmente chamado de pernilongo, também é conhecido pelo incômodo de 

suas picadas e zumbido alto, durante a noite. 

 

1.4.4) Relações filogenéticas entre mosquitos dos gêneros Aedes, Culex e 

Anopheles 

A classificação tradicional dos mosquitos era feita com bases 

fenéticas e bionômicas, ou seja, eram realizadas análises morfológicas e de 

relação espécie-ambiente, respectivamente (Ross 1951). O estudo da relação 

evolutiva entre grupos, atualmente, utiliza a aplicação tanto de métodos 

morfológicos quanto moleculares. 

Recentemente Reidenbach et al (2009) analisaram as relações 

filogenéticas de 25 gêneros da família Culicidae, com base na comparação de 

seis genes nucleares e de 80 caracteres morfológicos. Os resultados 

confirmaram a posição basal e o monofiletismo das subfamílias Anophelinae 

(que inclui o gênero Anopheles) e Culicinae (que inclui os gêneros Aedes e 

Culex), como já havia sido proposto por Ross (1951) e Harbach et al (2007). 



14 
 

Reidenbach et al (2009) também estimaram que a divergência entre as 

principais linhagens de culicídeos datam do início do Cretáceo. O último 

ancestral comum entre anofelinos e culicíneos tem cerca de 217 milhões de 

anos, enquanto que entre os gêneros Aedes e Culex, 204 milhões de anos 

(Figura 1.7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.7: Filogenia e tempo de divergência entre os culicídeos. Destaque para a 
separação entre anofelinos e culicíneos (círculo azul 1)  e o nó separando os gêneros 
Aedes e Culex (círculo azul 2). Estão também ressaltadas as espécies Ae. aegypti 
(cinza), Cx. quinquefasciatus (amarelo), An. atroparvus e An. gambiae (vermelho). Ma: 
Milhões de anos. Adaptado de Reidenbach et al 2009. 

 

1.5) Controle de culicídeos vetores 

De forma simplificada, existem três diferentes métodos de combate 

aos culicídeos vetores: controle mecânico (identificação dos possíveis 

criadouros das formas imaturas realizando, quando possível, a eliminação 

destes), controle biológico (utilização de organismos com a finalidade de 

diminuir a densidade populacional) e controle químico (utilização de 

inseticidas). 
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O controle mecânico é uma medida que, muitas vezes, exige a 

participação da população. Ou até governamentais, quando se trata de 

intervenções que focam saneamento. Este método não se aplica a culicídeos 

que usam coleções de água naturais como criadouro. Entretanto, no caso de 

vetores como Ae. aegypti, cujos criadouros muitas vezes são recipientes 

artificiais de fácil eliminação, ações desta natureza podem minimizar a 

necessidade de outros métodos de controle. O exemplo de Cingapura, entre 

2004 e 2005, onde houve redução significativa do índice de infestação de 

mosquitos Ae. aegypti e consequente reedução na incidência de dengue, 

devido à eliminação dos criadouros, comprova a eficácia deste método de 

controle (Floore 2006, Burattini et al 2008). 

O controle biológico utiliza basicamente predadores naturais de 

culicídeos, como bactérias, fungos e vírus patogênicos (Floore 2006, Gosh e 

Dash 2007, Lacey 2007). O uso de peixes larvófagos, por exemplo, tem se 

mostrado viável no controle de malária em muitos países do Ocidente e da 

Europa (Rozendaal 1997). Por outro lado, nem sempre é possível a introdução 

de outras espécies em criadouros de culicídeos, devido à possibilidade de 

futuros problemas ambientais. Bactérias do gênero Bacillus possuem 

comprovada atividade larvicida contra Aedes, Anopheles e Culex (Lacey 2007). 

No entanto, ainda existem problemas relacionados à sensibilidade de 

formulações de Bacillus a fatores externos como luz e calor, o que dificulta o 

uso deste método para o controle de culicídeos de países tropicais (Lima et al 

2005). 

Apesar do grande número de registros de populações resistentes, o 

uso de compostos químicos é, ainda, uma estratégia muito difundida no 

combate aos culicídeos vetores (Rose 2001, Valle et al 2014). Como 

consequência do uso intenso, atualmente muitas populações vetores 

encontram-se resistentes às principais classes de inseticidas, tradicionalmente 

utilizados em saúde pública, o que representa um entrave para esse tipo de 

controle. Já foi observada, por exemplo, resistência em populações de três 

importantes gêneros: Aedes, Anopheles e Culex (Price 1991, Braga et al 2004, 

Cui et al 2006, Montella et al 2007, Coetzee e Koekemoer 2013, Sahu et al 

2014). Novos larvicidas, com diferentes alvos de atuação, têm sendo utilizados 

no controle de vetores, na tentativa de mitigar o problema da resistência. Tais 
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larvicidas pertencem à classe dos reguladores do crescimento de insetos (IGR 

do inglês: Insect Growth Regulators), e compreendem, entre outros, os 

análogos de hormônio juvenil e os inibidores da síntese de quitina (Graf 1993). 

Concomitante aos métodos descritos acima, algumas alternativas 

já se encontram disponíveis ou em fase de testes. Um exemplo é a utilização 

da bactéria intracitoplasmática, Wolbachia. Mosquitos portadores de 

determinadas linhagens desta bactéria, além da longevidade comprometida, 

têm inibida a replicação de arbovírus, como dengue e chikungunya 

(McMeniman et al 2009, Moreira et al 2009). Outro exemplo é a construção de 

linhagens transgênicas de mosquitos que podem, por exemplo, ser refratários à 

transmissão de patógenos ou ainda carregar em seu genoma um gene letal 

que possa ser transmitido no momento da cópula gerando prole inviável 

(Benedict e Robinson 2003, Phuck et al 2007). 

Nosso grupo tem investido esforços, há cerca de 15 anos, no estudo 

da embriogênese dos mosquitos. Acreditamos que o conhecimento da biologia 

e fisiologia desta fase do ciclo de vida pode ajudar no estabelecimento de mais 

um alvo para ações de controle de culicídeos vetores. 

 

1.6) Ciclo de vida e características de postura dos mosquitos 

O ciclo de vida dos mosquitos é composto por quatro estágios: ovo, 

quatro instares larvais, pupa e adulto (Figura 1.8). As larvas alimentam-se de 

matéria orgânica dissolvida e de microorganismos presentes no criadouro 

alagado. Uma vez que passam a maior parte de seu ciclo de vida na água, 

considera-se que os mosquitos são fundamentalmente aquáticos; ganham o 

ambiente terrestre somente na fase adulta, quando se reproduzem e dispersam 

(Borror e Delong 1988, Forattini 1996). Machos e fêmeas adultos se alimentam 

de seiva. Em mosquitos hematófagos, o repasto sanguíneo, feito somente 

pelas fêmeas, é requerido para a produção dos ovos. 

Após a cópula, fêmeas armazenam, de forma permanente, os 

espermatozóides em estruturas chamadas espermatecas. Nos ovários, os 

ovócitos migram em direção aos ovidutos laterais à medida em que estão 

maduros e são fecundados quando passam pelo oviduto central, conectado à 

espermateca, de maneira geral, imediatamente antes da postura (Figura 1.9) 

(Clements 1992). Os espermatozóides penetram no ovócito através de uma 
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abertura específica, localizada na região anterior do ovócito, denominada 

micrópila (Chapman 1998). 

 

 

Figura 1.8: Ciclo de vida dos mosquitos. A espécie Aedes aegypti foi utilizada como 
modelo nas imagens deste ciclo (crédito das fotos referenciados em cada imagem). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ovócito

fecundado

ovário
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© C Walcott

© Genilton Vieira
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Figura 1.9: Aparelho reprodutor feminino de culicídeos. Destaque para espermateca 
(em vermelho) e ovócitos (em azul). Esquema cedido por Gustavo Rezende. 

 

A escolha do sítio de postura pelas fêmeas parece ser, até certo 

ponto, espécie-específica, pois depende da percepção de características 

particulares que variam entre as espécies, como odor, salinidade, quantidade 

de matéria orgânica ou mesmo níveis de sombreamento (Clements 1992, 

Forattini 1996). 

Os mosquitos do gênero Anopheles colocam seus ovos de forma 

isolada diretamente sobre a água (Figura 1.10); os ovos flutuam na superfície 

líquida por conta de aparatos específicos deste gênero, chamados de 

“flutuadores” (Figura 1.11) (Consoli e Lourenço de Oliveira 1994, Sinka et al 

2010). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.10: Fêmea de anofelino:ovos depositados de forma isolada e diretamente na 
água. 
(Fonte:http://bestpractice.bmj.com/best-practice/images/bp/en-gb/161-3_default.jpg). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 1.11: Microscopia eletrônica de varredura da superfície do ovo de (A) An. 
albitarsis e (B) Aedes aegypti.  A seta indica o flutuador, que é uma expansão do 

A

B
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exocórion. Maiores informações sobre o exocórion, vide Item 1.8 (Fontes: Valle et al 
1999 e Suman et al 2011). 

 

As fêmeas de Culex põem os ovos em conjunto, diretamente na 

superfície da água, formando aglomerados, semelhantes a jangadas, que 

podem ser constituídos por dezenas de ovos (Figura 1.12); geralmente fazem a 

postura em locais com grande aporte de matéria orgânica (Consoli e Lourenço-

de-Oliveira 1994). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.12: Fêmea de espécie do gênero Culex realizando postura. Ovos 
aglomerados formando “jangada”. 
(Fonte: http://entnemdept.ufl.edu/creatures/aquatic/southern_house_mosquito.htm). 

 

Por outro lado, fêmeas de algumas espécies do gênero Aedes 

depositam ovos na linha da superfície da água, onde ficam aderidos (Figura 

1.13) até a eclosão das larvas. Os criadouros de mosquitos desse gênero 

podem ser temporários. Naturais ou artificiais, estes locais sempre acumulam 

"água limpa", ou seja, com pouca quantidade de matéria orgânica (Lima et al 

1988, Consoli e Lourenço de Oliveira 1994). 

© Sean McCann
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Figura 1.13: Ilustração de fêmea de espécie do gênero Aedes realizando postura. 
Seta aponta para ovos recém postos. (Fonte: www.fiocruz.br). 

 

1.7) Embriogênese de mosquitos 

Em mosquitos, a embriogênese é o período que se estende do 

momento da fusão dos núcleos dos gametas feminino e masculino até a 

formação completa da larva dentro do ovo. Na maioria dos insetos o embrião 

se desenvolve dentro de um ovo, estágio de vida interessante sob vários 

pontos de vista. Os ovos de inseto possuem características de importância 

taxonômica e são também o objeto de estudo da biologia do desenvolvimento. 

Por outro lado, o manejo da absorção e da perda de água na fase embrionária 

é relacionado à cobertura dos ovos (Clements 1992). Esta fase, que não 

experimenta dispersão ativa, tem ainda o potencial de ser alvo de ações de 

controle populacional de vetores ou pragas (Beament 1989, Wolpert e Tickle 

2011). De simetria bilateral, ovos de mosquitos em geral têm as maiores 

dimensões no eixo antero-posterior (Clements 1992, Chapman 1998). 

Embriões de insetos podem ser classificados em ‘banda curta’, 

‘banda média’ e ‘banda longa de acordo com o espaço do ovo, na região 

ventral, que a banda germinal (o embrião propriamente dito) ocupa na fase 

inicial de desenvolvimento. Essa classificação também diz respeito ao 

ambiente, celular ou acelular (sincicial), em que o embrião define sua 

organização corporal. Em embriões banda longa, que ocupam toda a região 

ventral do ovo desde o início, os limites de todos os segmentos corporais são 

definidos simultaneamente, ainda durante o blastoderma sincicial (ver abaixo). 

Por outro lado, em embriões banda curta e média, que no início da 

© Genilton Vieira
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embriogênese só ocupam a região mais ventro-posterior do ovo, a definição 

dos segmentos corporais ocorre progressivamente, do polo anterior em direção 

ao posterior. Em geral insetos ‘banda longa’ possuem desenvolvimento 

embrionário mais rápido que insetos ‘banda curta’ (Davis e Patel 2002, 

Fonseca et al 2012). 

Embriões de dípteros são do tipo 'banda longa'; nestes, as primeiras 

e rápidas divisões nucleares ocorrem no citoplasma inicial do ovócito, sem 

acompanhamento de divisões celulares. Os núcleos resultantes são chamados 

de energídeos (Figura 1.14 A, B). Os energídeos formam um sincício e migram 

para a periferia do ovo (Figura 1.14 C). Nesta fase, de blastoderma sincicial, 

ainda não existem membranas isolando a maioria dos núcleos, com excessão 

das células polares, precursoras da linhagem germinativa, que são formadas 

nesta etapa (Figura 1.14 D, E). Subsequentemente são estabelecidos os limites 

celulares da linhagem somática, o que resulta no blastoderma celular, visível 

no córtex do embrião (Figura 1.14 F). As células polares se concentram no polo 

posterior enquanto as células somáticas, de menores dimensões, permeiam 

todo o resto do embrião. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.14: Fases iniciais da embriogênese de dípteros. (A) Divisão do zigoto em 
dois energídeos; (B) multiplicação dos energídeos, formando um sincício; (C) início da 
migração dos energídeos para a periferia do ovo; (D) início da formação do 
blastoderma sincicial e formação das células polares; (E) fase de blastoderma 
sincicial; (F) celularização, fase de blatoderma celular. (en) energídeos; (bc) 
blastoderma celular; (bs) blastoderma sincicial; (cp) células polares. Adaptação de 
Beaty e Marquardt 1996, retirada de Rezende 2008. 
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Durante a gastrulação, que sucede a formação do blastoderma 

celular, ocorre a definição dos folhetos embrionários: endoderma, mesoderma 

e ectoderma. É nesta fase que se define também quais células somáticas 

darão origem ao embrião propriamente dito e às membranas 

extraembrionárias, estas de início ocupando domínio dorsal do embrião 

(Raminani e Cupp 1975, Goltsev et al 2007). Culicídeos, e a maioria dos 

insetos, possuem duas membranas extraembrionárias: o amnion e a serosa 

(Figura 1.15 A) (Raminani e Cupp 1975, Goltsev et al 2007, Wolpert e Tickle 

2011). Durante a gastrulação a serosa e o amnion se expandem lateral e 

ventralmente. A serosa envolverá o embrião e o amnion, enquanto o amnion 

cobrirá o embrião apenas na sua porção ventral (Figura 1.15 B, C e D) (Goltsev 

et al 2007). 
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Figura 1.15: Esquema simplificado da formação e movimentação das membranas 
extraembrionárias em culicídeos. O estágios sucessivos são mostrados de A a D. Em 
preto a delimitação do ovo, em verde a serosa, em azul o amnion, em vermelho o 
embrião. O vitelo não está mostrado. Não considerar, nessa figura, o estágio do 
embrião propriamente dito (Fonte: Goltsev et al 2009). 

 

Em paralelo com a movimentação das membranas 

extraembrionárias (amnion e serosa), após o estágio de blastoderma celular, a 

banda germinal se forma na região mais ventral do ovo, ao longo de todo o eixo 

antero-posterior (Figura 1. 16 A). Em seguida ocorre a extensão da banda 

germinal, cuja porção posterior se dobra e avança dorsalmente (Figura 1. 16 

B), indo ao encontro do lobo cefálico, já evidente e pronunciado na região 

anterior (Figura 1. 16 C). Após a extensão máxima, ocorre a retração da banda 

germinal (Figura 1. 16 D), estágio em que os sulcos entre os segmentos se 

aprofundam. Nesta fase, embriões de culicídeos rotacionam 180º em torno do 

seu eixo longitudinal. O próximo movimento é o fechamento dorsal do embrião, 

quando o embrião envolve o vitelo (Figura 1.16 E). Nesta fase, a serosa e o 

amnion se rompem ventralmente e se retraem para a região dorsal do embrião 

onde sofrem apoptose, antes do término do desenvolvimento embrionário 

(Schmidt–Ott 2005, Goltsev et al 2009). Quando o fechamento dorsal se 

completa, todo o vitelo está interiorizado no embrião. Ao final do processo é 

possível visualizar a larva recém-formada, com três segmentos torácicos 

fundidos e oito segmentos abdominais evidentes, bem como o sifão respiratório 

(Figura 1.17) e o espinho de eclosão dorsal. Essas características definem o 

término do desenvolvimento embrionário (Raminani e Cupp 1978, Clements 

1992, Valle et al 1999, Monnerat et al 2002, Rezende et al 2008, Vital et al 

2010). 
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Figura 1.16: Sequência de imagens dos estágios da embriogênese de Ae. aegypti. (A) 
banda germinal (embrião) na região mais ventral do ovo. (B) banda germinal em sua 
fase rápida de extensão. Em A e B o embrião não está segmentado. (C) extensão 
máxima da banda germinal, cujo final posterior toca o lobo cefálico; embrião 
segmentado. (D) meio da retração da banda germinal. (E) fase de fechamento dorsal, 
quando o embrião começa a envolver o vitelo. Seta indica segmentação cefálica; 
cabeças de seta a cutícula serosa e y (yolk) o vitelo. Fonte: Adaptado de Rezende et 
al 2008 e Vital et al 2010. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.17: Larva do mosquito Ae. aegypti ao final da embriogênese. Destaque para 
os segmentos torácicos evidentes. Embrião em visão ventral. Adaptado de Farnesi et 
al 2009. 

 

Assim como em outros insetos, nos culicídeos a duração do 

desenvolvimento embrionário é diretamente influenciada por variações de 

temperatura, ou seja, quanto maior a temperatura, mais rápida a 

embriogênese. Entretanto, existe uma faixa de temperatura permissiva ao 

desenvolvimento das espécies (Rosay 1959, Trpis et al 1973, Chapman 1998, 

Carvalho et al 2002, Impoinvil et al 2007, Farnesi et al 2009). Ou seja, além de 

afetar o tempo de desenvolvimento dos embriões de culicídeos, a temperatura 

influencia diretamente sua viabilidade (Carvalho et al 2002, Farnesi et al 2009). 

 

cabeça                       torax abdome                       sifão
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1.8) A 'casca' do ovo de mosquito e sua relação com permeabilidade 

A casca do ovo confere proteção ao embrião em desenvolvimento, 

enquanto minimiza perda de água para o ambiente (Clements 1992). Ovos 

recém-postos de culicídeos são brancos (Figura 1.18 A), flexíveis e 

extremamente permeáveis e se tornam escuros (Figura 1.18 C-D), rígidos e 

impermeáveis durante o desenvolvimento (Clements 1992, Chapman 1998, Li e 

Li 2006, Rezende 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.18: Escurecimento gradativo da casca de ovos de Ae. aegypti, mostrados em 
diferentes momentos após a postura: (A) 0-5'; (B) 45-50'; (C) 60-65'; (D) 90-95'. Seta 
aponta para ovo parcialmente escurecido. Fonte: Li e Li 2006. 

 

Logo depois da postura, e nas primeiras fases da embriogênese, o 

revestimento dos ovos é composto exclusivamente pelo córion, uma estrutura 

complexa produzida no ovário. O córion é formado por duas subcamadas: o 

endocórion, dito homogêneo e rígido, e o exocórion, heterogêneo e mais 

frouxo, que se desprende facilmente do endocórion (Clements 1992, Chapman 

1998, Monnerat et al 1999, Valle et al 1999). Vale ressaltar que a espessura do 

endocórion varia na família Culicidae; há registros entre 0,6 e 5 µm (Clements 

1992, Monnerat et al 1999). 

Como detalhado adiante, o enrijecimento e o escurecimento dos 

ovos estão relacionados com a esclerotização e a melanização do endocórion, 

que ocorre ao longo das primeiras 3 a 4 horas de desenvolvimento embrionário 

(Clements 1992, Li e Li 2006, Rezende 2008). Vale notar que estes ovos de 

culicídeos completamente escurecidos, do início do desenvolvimento, ainda 

são sensíveis à dessecação (Martins 2002, Rezende et al 2008). Apesar disto, 

estes processos tornam-se, muitas vezes, entraves ao estudo da 

embriogênese de culicídeos (Monnerat et al 1999, Rezende et al 2008). 
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Durante o primeiro terço da embriogênese dos culicídeos ocorre a 

secreção, pela serosa, da cutícula serosa (CS), matriz extracelular situada 

entre o endocórion e a própria serosa. A CS torna-se, a partir do lado externo, 

a terceira camada que compõe o revestimento final dos embriões de culicídeos 

(Figura 1.19). Em Ae. aegypti e An. gambiae a CS é sintetizada com cerca de 

21 e 22% do tempo total da embriogênese, respectivamente. Em ambas as 

espécies a CS se forma na etapa de extensão máxima da banda germinal. Ao 

contrário do córion, a CS é resistente à digestão por hipoclorito de sódio, sendo 

esta precisamente a propriedade utilizada para identificá-la (Clements 1992, 

Rezende 2008, Rezende et al 2008, Farnesi et al 2009, Goltsev et al 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.19: Esquema representativo da síntese da cutícula serosa e variação da 
composição da casca dos ovos durante a embriogênese de culicídeos. (A) No estágio 
de blastoderma celular, a casca é composta de exo e endocórion. As células da 
serosa estão localizadas dorsalmente. (B) Quando a banda germinal é formada, as 
células da serosa envolvem completamente o embrião. (C) Durante a extensão da 
banda germinal a CS é formada, compondo a casca do ovo. O amnion não está 
representado nesse esquema. Adaptado de Rezende et al 2008. 
 

Antes da formação da CS os ovos de mosquitos perdem água para o 

ambiente. A formação da CS em ovos de Ae. aegypti e An. gambiae confere 

impermeabilidade, garantido-lhes sobrevivência quando expostos ao seco 

(Rezende et al 2008, Goltsev et al 2009). Essa proteção contra a perda de 

água que a casca confere ao ovo é o que chamamos nesta tese de 

“Resistência do Ovo à Dessecação” (ROD).1 

                                                           
1
 Nosso grupo vinha empregando até agora o termo ‘Resistência à Dessecação Embrionária’ 

(RDE). Entendemos que ROD, ‘resistência dos ovos à dessecação’, é um termo mais 
apropriado. No Capítulo 1 desta tese, já publicado, considere “RDE” como “ROD”. 
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Trabalho prévio do grupo verificou que ovos da espécie Culex 

quinquefasciatus também ficam impermeáveis durante a embriogênese 

(Martins 2002), embora nem a presença de CS nesta espécie nem a relevância 

fisiológica de tal resistência à dessecação tenham sido investigadas. A função 

da cutícula serosa na ROD foi confirmada no besouro Tribolium castaneum 

(Jacobs et al 2013), e parece ser um traço primitivo nos insetos. 

A ROD permite a sobrevivência de embriões mesmo em condições 

ambientais de baixa umidade (Telford 1957, Beckel 1958, Harwood e Horsfall 

1959, Judson e Hokama 1965, Rezende et al 2008, Goltsev et al 2009, Jacobs 

et al 2013) e tem impacto importante na epidemiologia de doenças como a 

dengue. Por exemplo, depois de adquirir resistência à dessecação, ovos de Ae. 

aegypti e Ae. albopictus podem permanecer viáveis, em estado de dormência, 

por meses, mesmo em condições secas, até que o ambiente se torne 

adequado à eclosão das larvas (Christophers 1960, Juliano e Lounibos 2005, 

Urbanski et al 2010). Esta característica está relacionada também com 

questões ecológicas significativas, tais como a capacidade de dispersão e de 

conquista de novos habitats por mosquitos desse gênero (Christophers 1960, 

Juliano e Lounibos 2005, Brown et al 2011). 

Goltsev et al (2009) fixaram embriões de An. gambiae e isolaram as 

células da serosa, no momento de síntese da CS. Por meio de análise de 

transcriptoma identificaram que três vias estavam muito ativadas na serosa em 

relação ao resto do embrião: metabolismo de aminoaçúcares, de tirosina e de 

alongamento de lipídios. O primeiro está direcionado para a biossíntese de 

quitina, o segundo para os processos de esclerotização e melanização e o 

terceiro para a formação de ceras. Presença de quitina já foi confirmada na CS 

do besouro Tribolium castaneum e dos culicídeos Ae. aegypti e An. gambiae 

(Rezende et al 2008, Goltsev et al 2009, Jacobs et al 2013). Também há 

registros que sugerem a participação de ceras na impermeabilização do 

tegumento de insetos adultos, impedindo a saída de água (Gibbs 1998, 

Chapman 1998, Juaréz e Fernandez 2007). Na ordem Orthoptera estão 

descritas duas camadas de CS: uma externa, fina, denominada “cutícula 

amarela” e outra interna e grossa, a “cutícula branca”. A quitina está presente 

na cutícula branca e sugeriu-se que a cutícula amarela possua cera (Jahn 

1935, Slifer 1937, 1948). 
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1.8.1) Quitina em insetos e sua relação com a resistência de ovos à 

dessecação 

A quitina é um homo-amino-polissacarídeo formado por monômeros 

de N-acetil-glicosamina (GlcNAc) ligados entre si através de pontes glicosídicas 

do tipo β 1-4 (Figura 1.20). Depois da celulose, quitina é o biopolímero mais 

abundante na natureza, estando presente em fungos, nematódeos e 

artrópodes. Este açúcar participa de várias estruturas e matrizes extracelulares 

de insetos, como o exoesqueleto, a matriz peritrófica sintetizada pelo tubo 

digestivo, traqueias, partes do sistema reprodutor e a cutícula serosa (Reynolds 

e Samuels 1996, Rezende et al 2008, Farnesi et al 2012 - Anexo, Merzendorfer 

2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.20: Estrutura da molécula de quitina. Estão representados dois monômeros 
de GlcNac, ligados entre si por pontes glicosídicas do tipo β 1-4 (fonte: 
http://pt.wikipedia.org/wiki/Quitina). 

 

As quitina Sintases (CHS do inglês chitin Synthase), enzimas da 

família das glicosiltransferases, proteínas integrais de membrana, são as 

catalisadoras da produção de quitina, empregando UDP-GlcNAc como doador 

de monômeros de GlcNAc (Merzendofer e Zimoch 2003). A importância da 

quitina em todas as fases da vida dos insetos, aliada a sua ausência em 

vertebrados, fazem desta molécula alvo de uma classe de inseticidas: as 

benzoil-fenil-ureias, que atuam como inibidores da síntese de quitina (ISQ). Os 

efeitos de um ISQ sobre a fisiologia de síntese da cutícula de larvas de Ae. 

aegypti estão apresentados no Anexo desta tese (Farnesi et al 2012). 

Recentemente a técnica de RNAi foi usada no besouro Tribolium 

castaneum para suprimir a expressão do gene TcCHS1, relacionado com a 
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síntese de quitina para a CS. Houve diminuição da taxa de eclosão dos ovos 

de forma diretamente proporcional à queda na umidade relativa do ambiente. 

Os autores concluíram que a quitina da CS tem participação na resistência dos 

ovos desta espécie a ambiente de baixa umidade relativa (Jacobs et al 2013). 

 

1.8.2) O processo de esclerotização e melanização de ovos de mosquitos 

A melanina é um pigmento presente em diversos organismos, de 

fungos a mamíferos. Existem dois tipos de melaninas: as feomelaninas, que 

conferem colorações em tons de vermelho e as eumelaninas, cujas colorações 

vão do marrom claro ao preto (Sugumaran 2009). Na presente tese, todas as 

referências a “melanina” estão relacionadas com as eumelaninas. A 

melanização em insetos é um traço bastante variável, com diferenças 

significativas nos padrões entre populações de uma mesma espécie e mesmo 

entre indivíduos de uma mesma população, podendo ter relação com aspectos 

tão distintos quanto comunicação visual, mimetismo, camuflagem, ou ainda 

com a resistência à dessecação. 

Diferente dos vertebrados, que usam tipos especiais de células para 

criar padrões de pigmentação do corpo, os insetos tipicamente sintetizam 

pigmentos e/ou precursores de pigmentos em suas células epidérmicas, e a 

melanização é uma das possibilidades. As melaninas são uma classe 

predominante de pigmentos em insetos. São incorporadas à cutícula, 

sobrepondo-se às células epidérmicas através de um processo conhecido 

como esclerotização. Então, a cor das estruturas corpóreas dos insetos, como 

as cutículas, não é simplesmente como uma “parede pintada” por pigmentos; a 

cor é uma parte integrante dessa “parede” (Wittkopp e Beldade 2009). 

A esclerotização também está presente em todo o reino animal, 

resultando no enrijecimento de diferentes estruturas; entretanto, os insetos 

estão entre os grupos que mais extensivamente utilizam este processo. Nos 

insetos, esclerotização e melanização de estruturas corpóreas são interligadas 

e compartilham, ao menos parcialmente, a mesma via bioquímica. Em insetos, 

enrijecimento e/ou escurecimento podem ser observados no exoesqueleto, nas 

ootecas, e também no endocórion, entre outras estruturas (Hopkins e Kramer 

1992, Rezende 2008, Wittkopp e Beldade 2009). 
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A esclerotização pode ser definida, de forma geral, como a 

estabilização de estruturas de biomoléculas por meio de ligações cruzadas (no 

original: cross-linking) entre quinonas (compostos orgânicos derivados da 

oxidação de fenois) e os grupamentos funcionais de proteínas, açúcares e 

lipídios. Postula-se que ligações cruzadas aromáticas são inseridas em cadeias 

polipeptídicas causando progressivos enrijecimento e desidratação, além da 

vedação dos polímeros (Hopkins e Kramer 1992). Proteínas covalentemente 

ligadas por esclerotização a partir de quinonas foram chamadas de esclerotinas 

por Pryor na década de 1940 (apud Hopkins e Kramer 1992). As esclerotinas 

são geralmente muito resistentes à degradação tanto por processos físicos 

quanto químicos. 

O passo inicial da esclerotização e da melanização envolve a 

oxidação da tirosina (por meio de hidroxilação), gerando dopa. Dopa pode ser 

decarboxilada, gerando dopamina (Figura 1.21). Dopa e dopamina podem ser 

usadas na melanização, ou dopamina pode seguir para a esclerotização. A 

tirosina é a molécula precursora da melanização em mosquitos Ae. aegypti. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.21: Etapas de hidroxilação e decarboxilação, a partir do aminoácido tirosina, 
nas vias de esclerotização e melanização. Dopa segue para a melanização. Dopamina 
pode seguir tanto para a esclerotização quanto para a melanização. TH: tirosina 
hidroxilase; DDC: dopa decarboxilase. Adaptado de http://pt.wikipedia.org/wiki 
/Catecolamina. 

 

Seguindo na melanização, dopa e dopamina podem ser oxidadas 

em quinonas que irão originar cromos: dopa-cromo e dopamina-cromo. Essas 

moléculas podem ser novamente reduzidas e reagir entre si formando 

melaninas (Figura 1.22) (Rezende 2008, Wittikopp e Beldade 2009). Quando o 

caminho é a esclerotização, dopamina pode ser hidroxilada, gerando 

(hidroxilação) (decarboxilação)

TH DDC

Tirosina DOPA Dopamina
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norepinefrina. Tanto dopamina quanto norepinefrina podem passar por 

acetilações, gerando moléculas intermediárias que, oxidadas, dão origem a 

derivados o-quinona altamente reativos, com potencial de, via reações não 

enzimáticas, formarem ligações cruzadas com outras moléculas como 

proteínas, açúcares e lipídios (Hopkins e Kramer 1992, Li e Christensen 1993, 

Li 1994, Chapman 1998). 

 

Figura 1.22: Etapas finais da via de melanização: Oxidação de dopa ou dopamina e 
formação das quinonas, seguida pela formação de cromos. Na sequência, redução 
dos cromos e formação de melaninas. Retirado de Rezende 2008, adaptado de 
Hopkins e Kramer 1992. 
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1.9) Justificativa e apresentação dos resultados 

Existem, em mosquitos, questões sobre a resistência de ovos à 

dessecação (ROD) que ainda não foram abordadas na literatura. Perguntas 

simples como: “Além de Aedes e Anopheles, ovos de outros gêneros de 

mosquitos também adquirem ROD abruptamente?" “Por quanto tempo ovos de 

mosquitos 'não-Aedini' podem sobreviver em ambiente seco?” Há ainda 

questões mais complexas: “Em que medida há conservação de ROD e de 

cutícula serosa na evolução dos culicídeos?”, ou "Que fatores contribuem para 

a 'impermeabilidade' dos ovos?". 

Nossa proposta foi comparar, por meio de abordagens fisiológicas, 

morfológicas, e bioquímicas, a aquisição de resistência dos ovos à 

dessecação, durante a embriogênese de mosquitos vetores de três gêneros: 

Aedes, Anopheles e Culex. As espécies Ae. aegypti, An. aquasalis e Cx. 

quinquefasciatus, de histórias evolutivas e características ecológicas distintas, 

foram estudadas simultaneamente. Aedes aegypti, cuja ROD tem sido 

investigada pela equipe há algum tempo, foi utilizado como modelo em ensaios 

fisiológicos, sendo comparado com as outras espécies abordadas neste 

estudo. A formação da CS e a viabilidade no seco depois da aquisição de ROD 

foram estudadas. Vários parâmetros físicos dos ovos foram investigados, como 

peso, área e volume, bem como a presença de quitina. A contribuição da 

melanização para a aquisição de ROD também foi averiguada. Neste caso, 

além de trabalhar com as espécies já citadas, utilizamos um mutante deficiente 

de melanização da espécie An. quadrimaculatus. Esperamos, através dos 

resultados desta tese, contribuir com o conhecimento sobre o fenômeno da 

resistência dos ovos à dessecação, aspecto fisiológico que poderá auxiliar no 

desenvolvimento de novas estratégias de controle de culicídeos vetores. Os 

resultados estão apresentados em forma de artigos publicados ou manuscritos 

em preparação. 

O primeiro capítulo dos resultados, já publicado (Vargas, Farnesi et 

al 2014), trata da resistência à dessecação observada em embriões de três 

espécies de mosquitos (Aedes aegypti, Anopheles aquasalis e Culex 

quinquefasciatus) e sua relação com a formação da cutícula serosa, uma 

camada do ovo secretada pela serosa, esta uma membrana extraembrionária. 
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O segundo capítulo descreve algumas grandezas físicas dos ovos 

das mesmas espécies de mosquitos, além de detalhes da superfície do 

endocórion, obtidos por microscopia eletrônica de varredura, com o objetivo de 

identificar se há correlação destes aspectos com os níveis diferenciados de 

resistência dos ovos à dessecação observados anteriormente. 

No terceiro capítulo, procuramos avançar na compreensão da 

natureza da resistência dos ovos à dessecação: identificamos tendência de 

correlação positiva entre este fenômeno e o conteúdo de quitina, um 

componente importante da cutícula serosa. Além disso, verificamos que o 

processo de melanização, responsável pelo escurecimento das cascas, 

também contribui para a impermeabilidade dos ovos. Este último aspecto foi 

confirmado de forma direta, por meio de ensaios funcionais com mutante de 

Anopheles quadrimaculatus no qual a melanização é deficiente. 

O quarto capítulo, que descreve resultados ainda preliminares, 

contempla avaliação da ultraestrutura da casca de ovos de Aedes aegypti. A 

ideia neste caso é ainda poder aplicar a mesma metodologia em ovos de 

culicídeos das outras espécies, na tentativa de identificar correlação com os 

distintos níveis de resistência dos ovos à dessecação encontrados. 

Finalmente, o anexo é um artigo com trabalho paralelo (Farnesi et al 

2012), que relata o efeito de um inibidor de síntese de quitina sobre aspectos 

fisiológicos e morfológicos de larvas de Aedes aegypti. 
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2) OBJETIVOS 

 

2.1) Objetivo geral 

 Comparar, usando abordagens fisiológicas, bioquímicas, genéticas e 

morfológicas, o processo de aquisição de resistência à dessecação durante a 

embriogênese de Ae. aegypti, Cx. quinquefasciatus, An. aquasalis e An. 

quadrimaculatus. Investigar o papel da cutícula serosa e de outros fatores 

neste processo. 

 

2.2) Objetivos específicos 

a) Identificar, para as espécies Cx. quinquefasciatus; An. aquasalis e An. 

quadrimaculatus, o período necessário para a finalização do desenvolvimento 

embrionário. 

 

b) Determinar o estágio morfológico e o momento cronológico em que surge a 

resistência à dessecação nos ovos das diferentes espécies. 

 

c) Comparar a viabilidade dos ovos, frente a variados regimes de exposição ao 

seco, durante e após o fim da embriogênese. 

 

d) Investigar se há relação entre aquisição de resistência dos ovos à 

dessecação e: 

d.1) grandezas físicas dos ovos e estrutura da superfície do endocórion. 

d.2) a formação de cutícula serosa em Cx. quinquefasciatus e An. 

aquasalis; verificar se a cutícula serosa destas espécies contém quitina. 

d.3) o grau de escurecimento dos ovos: 

 - comparativamente entre os gêneros Aedes, Anopheles e Culex 

 - especificamente em An quadrimaculatus nas linhagens 

selvagem (ovos de coloração escura) e mutante (ovos de coloração 

dourada). 

d.4) a espessura do endocórion. 
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3) RESULTADOS 

3.1) Capítulo 1 

 

Helena Carolina Martins Vargas, Luana Cristina Farnesi, Ademir Jesus Martins, 

Denise Valle, Gustavo Lazzaro Rezende (2014) Serosal cuticle formation and 

distinct degrees of desiccation resistance in embryos of the mosquito vectors 

Aedes aegypti, Anopheles aquasalis and Culex quinquefasciatus. Journal of 

Insect Physiology 62: 54–60. 
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3.2) Capítulo 2 

Este capítulo descreve grandezas e características físicas dos ovos 

dos mosquitos Ae. aegypti, An. aquasalis e Cx. quinquefasciatus, 

correlacionando-as com a resistência à dessecação observada previamente. 

Esta etapa da tese foi realizada no Laboratório de Biologia Celular 

(LBC) em colaboração com o Dr. Rubem Menna-Barreto e no Laboratório de 

Fisiologia e Controle de Insetos Vetores (LAFICAVE), ambos do Instituto 

Oswaldo Cruz (IOC-FIOCRUZ). 

Os dados estão apresentados em forma de um manuscrito em 

preparação. 
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Resumo 

Diferentes espécies de mosquitos apresentam níveis variados de resistência 

dos ovos à dessecação (ROD): enquanto ovos de Ae. aegypti podem 

permanecer viáveis por meses em condição seca, ovos de An. aquasalis e Cx. 

quinquefasciatus sobrevivem no seco por apenas 24 e 5 horas, 

respectivamente. Nossa hipótese é que essas diferenças no nível de ROD 

possam estar relacionadas com algumas características físicas dos ovos. 

Diversos aspectos foram então avaliados comparativamente nas três espécies: 

comprimento, largura, área, volume, peso e o aspecto da superfície externa do 

endocórion. Ovos de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus têm área e volume 

semelhantes, e significativamente maiores que de An. aquasalis. Cx. 

quinquefasciatus apresenta os ovos de maior comprimento, seguido de Ae. 

aegypti e An. aquasalis. Ovos de Ae. aegypti são os mais largos e de An. 

aquasalis, os mais delgados. Durante a embriogênese ocorre expansão de 
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área e volume dos ovos, maior em Cx. quinquefasciatus, seguida de An. 

aquasalis e Ae. aegypti. Ovos de Cx. quinquefasciatus, Ae. aegypti e An. 

aquasalis pesam respectivamente 13,5; 10,0 e 3,8 µg e a casca representa 

22,6; 15,2 e 40,5 % deste peso total. Ae. aegypti possui ondulações em toda a 

superfície do endocórion, Cx. quinquefasciatus somente na extremidade 

posterior do ovo e An. aquasalis não possui ondulações. A ROD de Ae aegypti 

é superior às outras espécies. Contudo, nos aspectos aqui avaliados, as 

espécies Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus se aproximam, enquanto as 

maiores diferenças foram observadas em An. aquasalis. Nossos resultados 

indicam que há mais aspectos a considerar para explicar as diferenças de ROD 

dos culicídeos. 

 

Palavras-chave: grandezas físicas, ovos de mosquitos vetores, resistência à 

dessecação, casca dos ovos 

 

Abreviaturas: ROD: resistência do ovo à dessecação, CS: cutícula serosa, 

LAFICAVE: Laboratório de Fisiologia e Controle de Artrópodes Vetores 

(Fiocruz, RJ, Brasil). 

 

 

Introdução 

A avaliação de características físicas de ovos de culicídeos é 

utilizada em diversas abordagens. Kliewer (1961) correlacionou o peso de ovos 

de Aedes aegypti ao longo do desenvolvimento embrionário com a viabilidade 

pós embrionária. Lounibos et al (1997) realizaram uma descrição completa, por 

microscopia eletrônica de varredura, do exocórion de ovos de anofelinos, 

gerando dados de potencial relevância taxonômica. Suman et al (2011) 

utilizaram a mesma ferramenta na diferenciação de ovos de espécies do 

gênero Aedes. Sota e Mogi (1992) descreveram, para ovos de diferentes 

espécies do gênero Aedes, correlação positiva entre o volume e o tempo de 

sobrevivência em ambientes de baixa umidade. 

A casca dos ovos tem importante papel na proteção e na 

manutenção do balanço hídrico de embriões de mosquitos (Clements 1992). A 

casca é composta por três camadas, da mais externa para a mais interna: o 
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exocórion, o endocórion e a cutícula serosa (Clements 1992, Valle et al 1999, 

Rezende et al 2008). O exocórion é uma camada transparente e frágil. O 

endocórion é branco e flexível no momento da postura e começa a escurecer 

cerca de meia hora depois. Em três horas alcança níveis máximos de 

escurecimento e de enrijecimento, fenômenos relacionados com os processos 

de melanização e esclerotização (Beckel 1958, Hopkins e Kramer 1992, Li e 

Christensen 1993, Chapman 1998, Li e Li 2006, Rezende 2008, Wittkopp e 

Beldade 2009, Wu et al 2013). Exo e endocórion constituem o córion, estrutura 

complexa produzida ainda no ovário da fêmea durante o processo de 

coriongênese (Chapman 1998, Monnerat et al 1999, Valle et al 1999). No 

entanto, a terceira camada só é formada durante o primeiro terço da 

embriogênese de mosquitos, quando um grupo de células extra-embrionárias, 

a serosa, envolve completamente o embrião e secreta a cutícula serosa (CS), 

matriz extracelular situada internamente ao endocórion (Clements 1992, 

Rezende et al 2008, Vargas et al 2014). 

Concomitante com a formação da CS, ovos de mosquitos e de 

outros insetos se tornam impermeáveis (Rezende et al 2008, Goltsev et al 

2009, Jacobs et al 2013, Vargas et al 2014), fenômeno que denominamos de 

‘resistência do ovo à dessecação’ (ROD). A ROD é relevante sobretudo quando 

consideramos mosquitos vetores de parasitas, que fazem postura em 

criadouros apenas temporariamente alagados, um risco para a dessecação dos 

ovos, inviabilizando a eclosão. Dentre os mosquitos já foram observadas 

diferenças no nível de ROD: ovos de Ae. aegypti, Anopheles aquasalis e Culex 

quinquefasciatus possuem, respectivamente alta, média e baixa resistência ao 

seco (Vargas et al 2014). Contudo, ainda não são claros os fatores que 

contribuem para estas diferenças. 

Neste trabalho avaliamos, de forma comparativa, várias grandezas 

físicas: comprimento, largura, área, volume e peso dos ovos de Ae. aegypti, 

An. aquasalis e Cx. quinquefasciatus, além das superfícies dos endocórions, 

este último aspecto por microscopia eletrônica de varredura. Nosso objetivo foi 

investigar se é possível correlacionar estas características com as diferenças 

observadas no nível de ROD. 
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Métodos 

Manutenção de mosquitos e posturas sincronizadas 

Foram usados ovos das colônias de Ae. aegypti, An. aquasalis e Cx. 

quinquefasciatus mantidas no LAFICAVE (IOC, Fiocruz). Larvas das três 

espécies foram crescidas a 26 ± 1 °C e alimentadas com dietas específicas 

para cada caso: Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus com ração para gatos 

(Friskies®, Purina, Camaquã, RS, Brasil) e An. aquasalis com comida para 

peixe da marca Tetramin® (Tetramarine Saltwater Granules, Tetra GmbH, 

Germany). Os adultos foram mantidos a 25 ± 1 °C, 70-80% de umidade relativa 

e receberam solução de sacarose a 10 % ad libitum. Para o repasto sanguíneo, 

adultos foram privados da solução de sacarose por um período de 12-24 horas 

e então alimentados em cobaios anestesiados (CEUA-FIOCRUZ L-011/09). 

A metodologia de obtenção de posturas sincronizadas foi adaptada 

de Valencia et al (1996), conforme descrito em Rezende et al (2008) e Vargas 

et al (2014). De maneira resumida, dependendo da espécie de mosquito, a 

postura foi induzida entre três e cinco dias depois da alimentação de sangue: 

as fêmeas foram colocadas em um tubo, anestesiadas em gelo por um minuto 

e rapidamente transferidas para um disco de papel Whatman Nº 1, colocado 

sobre a tampa de uma placa de Petri invertida (90 ou 150 mm de diâmetro), 

fechada com sua base. Depois que as fêmeas se recuperavam da anestesia, o 

papel era umedecido com água. Para Cx. quinquefasciatus, água desclorada 

era colocada diretamente na placa de Petri, sem papel-filtro. Em todos os 

casos, a postura foi realizada durante uma hora. Em todos os casos as 

posturas forçadas foram realizadas durante o dia. A espécie Cx. 

quinquefasciatus, que possui hábitos noturnos, é mantida em uma sala com 

fotoperíodo invertido. 

 

Determinação do comprimento, largura, área e volume dos ovos 

Para cada espécie, foram realizadas medições de comprimento e 

largura de lotes de no mínimo 16 ovos em dois diferentes momentos, 20 e 

80 % em relação ao desenvolvimento embrionário total. Foram realizados dois 

experimentos independentes para cada espécie. As imagens foram obtidas em 

um sistema de captura digital acoplado a um microscópio óptico Zeiss (Axio 

Skop 40) e analisadas utilizando o programa Image J. 
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A área e o volume foram calculados assumindo-se que os ovos se 

assemelham a um esferoide prolato (uma elipse tridimensional com diâmetro 

do eixo polar maior que o do eixo equatorial, vide Figura Suplementar 1), 

conforme atribuído por Sota e Mogi (1992) para ovos de mosquitos do gênero 

Aedes. As seguintes fórmulas foram utilizadas: Área da esfera prolata = 2 π x 

a2 x [(1+ b) x sen -1 x e] / (a x e)]; Onde “a” é a metade da largura do ovo,“b” é a 

metade do comprimento e “e” é a excentricidade da esfera, calculada pela 

fórmula: e2 = 1 – a2/b2. Volume da esfera prolata = 4/3π x a2 x b2. 

comprimento la
rg

ur
a 

  

A B

a 

b 

 

 
Figura Suplementar 1: Ovos de mosquitos foram considerados elipsoides para cálculo de 
suas medidas físicas. (A) Elipse assumida para avaliação de comprimento e largura. (B) Esfera 
prolata, figura tridimensional assumida para os cálculos de área e volume. a: metade da 
largura; b: metade do comprimento. (A, B): adaptado de Wikipedia 
(http://pt.wikipedia.org/wiki/Esferoide_prolato).  

 

Pesagem de ovos e cascas 

Essas medidas foram feitas em grupos de ovos tardios, com 88 %-

96 % de desenvolvimento embrionário, obtidos de posturas sincronizadas, 

como descrito. Os ovos foram tratados com solução de 5 a 6 % de NaOCl por 1 

minuto para remoção do exocórion. Em seguida foram lavados por três vezes 

com água desclorada, secos em papel-filtro, contabilizados e então pesados. 

Após a pesagem, os ovos foram devolvidos para o ambiente úmido para 

finalização da embriogênese e eclosão das larvas, estimulada com solução de 

extrato de levedura 0,15 % (peso/volume), de acordo com Farnesi et al (2009). 

As cascas (que neste momento são constituídas de endocórion e cutícula 

serosa) foram retiradas do meio úmido, secas em papel de filtro, novamente 

contabilizadas e pesadas. Para cada espécie, pelo menos três experimentos 

independentes foram realizados. Para Ae. aegypti foram utilizadas cerca de 7 – 

12 mg de ovos e 0,4 – 0,6 mg de cascas; para An. aquasalis 2 – 5 mg de ovos 

e 0,4 a 0,9 mg de casca e para Cx. quinquefasciatus 5 – 6 mg de ovos e 0,9 – 
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1 mg de casca. As pesagens foram realizadas em tubos Eppendorf de 

capacidade de 1,5 mL de volume, em balança Denver Instrument (APX-200, 

precisão de 0,1 mg). 

 

Microscopia eletrônica de varredura da superfície do endocórion 

Cascas obtidas como descrito acima foram fixadas por 1 hora, a 25 ºC, 

em glutaraldeído 2,5 % em tampão cacodilato de sódio 0,1M, pH 7,2 e lavadas 

três vezes no mesmo tampão. As amostras foram pós-fixadas por 1 hora em 

tetróxido de ósmio 1 % com ferrocianeto de potássio 0,8 % e tratadas com 

cloreto de sódio 2,5 mM por 20 minutos a 25 ºC. Em seguida as cascas foram 

desidratadas por passagens de 10 minutos em soluções de acetona a 30, 50, 

70 e 90 % e duas vezes em acetona 100 %. Seguiu-se a secagem em ponto 

crítico com CO2 e montagem em suportes de isopor, revestidos com uma 

camada de 20 nm de ouro. Cascas de pelo menos 10 ovos de cada uma das 

três espécies foram examinadas ao microscópio eletrônico de varredura JOEL 

JSM6390LV. 

 

Análises estatísticas 

Análises estatísticas foram feitas utilizando o GraphPad Prism 

versão 5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego California USA, 

www.graphpad.com). Detalhes adicionais das análises são fornecidos ao longo 

do texto. 

 

 



50 
 

Resultados 

Comprimento, largura e expansão dos ovos variam entre as espécies 

Entre as espécies avaliadas, existem diferenças significativas tanto 

no comprimento quanto na largura dos ovos (ANOVA, P<0,05) (Figura 1). Ovos 

de Cx. quinquefasciatus apresentam o maior comprimento e ovos de Ae. 

aegypti são os mais largos. Anopheles aquasalis possui os ovos mais curtos e 

mais afilados. Com base nessas medidas, verificou-se que a área e o volume 

dos ovos de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus possuem dimensões 

semelhantes, enquanto An. aquasalis é significativamente menor (ANOVA, 

P<0,05). 

A Tabela resume as grandezas físicas obtidas em dois momentos 

relativos ao desenvolvimento total, 20 e 80%. Observa-se uma tendência de 

incremento de todas as dimensões, nas três espécies, em graus bastante 

variados. Entre 20 e 80% do desenvolvimento embrionário total, ovos de Cx. 

quinquefasciatus expandem quase 20% em volume, enquanto ovos de Ae. 

aegypti, apenas três por cento. Em nossas análises, os ovos menores, de An. 

aquasalis, têm expansão intermediária: 10% de seu volume. 
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Tabela: grandezas físicas dos ovos de três espécies de culicídeos vetores. 

 

 

 

 

 

 * percentual da embriogênese total (baseado nos dados de Farnesi et al 2009 e Vargas et al 2014). 
 ** ovos considerados como esferas prolatas (ver Métodos e Figura Suplementar 1 para detalhes) 
 ± desvio padrão 
 

 

 
Espécie 

% 
embriogênese* 

Comprimento 
(μm) 

Largura 
(μm) 

Área média**  Volume médio** 

(mm2) % aumento   (mm3) % aumento 

Ae. aegypti 20 621,6 ± 35,7       168,0 ± 6,1                   0,265   0,0092  
 80 633,6 ± 34,3      168,9 ± 8,1         0,272 2,6  0,0095 3,2 
         
An. aquasalis 20 460,4 ± 15,0       125,4 ± 4,9         0,146   0,0038  
 80 471,7 ± 18,1       130,1 ± 4,6        0,156 6,4  0,0041 10,0 
         
Cx. quinquefasciatus 20 686,1 ± 15,9       144,1 ± 5,1         0,248   0,0074  
 80 727,9 ± 24,9      151,0 ± 5,9        0,276 11,3  0,0087 17,5 
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Figura 1: Grandezas físicas dos ovos de mosquitos ao final da embriogênese. As medidas de 
comprimento, largura, área e volume foram avaliadas com 80% do desenvolvimento 
embrionário total. As barras representam a média e o desvio padrão de dois experimentos 
independentes, que utilizaram no mínimo 20 ovos cada. Área e volume foram calculados com 
base nas medições de comprimento e largura considerando os ovos como esferas prolatas (ver 
Métodos e Figura Suplementar 1). Letras acima das barras representam diferenças estatísticas 
entre as espécies (ANOVA, P<0,05, seguido de Tukey). 

 

O peso dos ovos e das cascas também varia entre as espécies 

O peso dos ovos foi avaliado ao final da embriogênese, e o peso das 

cascas, depois da eclosão das larvas (Figura 2). Ovos de Cx. quinquefasciatus 

são os mais pesados, e de An. aquasalis os mais leves. Embora as cascas de 

ovos de Cx. quinquefasciatus também sejam as mais pesadas, as de Ae. 

aegypti e An. aquasalis apresentam valores semelhantes. A Figura 2C mostra 

que, proporcionalmente ao peso dos ovos, as cascas de An. aquasalis são as 

que apresentam o maior valor. 
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Figura 2: Peso dos ovos e das cascas de ovos de mosquitos. (A) ovos, (B) cascas e (C) 
percentual do peso das cascas em relação ao peso dos ovos. Barras representam média e 
desvio padrão de pelo menos três experimentos independentes cada qual usando no mínimo 
390 ovos e 300 cascas. Letras indicam diferenças significativas entre as espécies (ANOVA, P< 
0,05 ; seguido de Tukey). 

0

150

300

450

600

750

0

30

60

90

120

150

180
a

a

b
b

c

c

comprimento largura

0.00

0.06

0.12

0.18

0.24

0.30
a

0.000

0.003

0.006

0.009

0.012

Ae aegypti

An. aquasalis

Cx. quinquefasciatus

b

a
c

a

b

0.000

0.002

0.004

0.006

0.008

0.010

Ae aegypti

An. aquasalis

Cx. quinquefasciatus

u
3

µ
m

µ
m

µ
m

2

µ
m

3

área volume



53 
 

O aspecto da superfície do endocórion varia entre os culicídeos 

A superfície externa do endocórion de cada uma das três espécies, 

avaliada por microscopia eletrônica de varredura (Figura 3) apresenta 

características exclusivas: Ae. aegypti exibe marcações poligonais em alto 

relevo em toda superfície, An. aquasalis possui sulco lateral ao longo do eixo 

antero-posterior margeando o lado ventral da casca (Valle et al 1999) e Cx. 

quinquefasciatus apresenta marcas de pequenos círculos, em baixo relevo, 

próximas à extremidade posterior (setas nos paineis superiores da Figura 3). 

Excluindo tais particularidades, a superfície do endocórion de Ae. aegypti é 

toda ondulada, e de An. aquasalis, toda lisa. Cx. quinquefasciatus também 

apresenta o endocórion liso, com exceção da extremidade posterior, que 

apresenta ondulações (Figura 3).  
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Figura 3: Microscopia eletrônica de varredura revela diferenças na superfície do 
endocórion de três espécies de culicídeos. Paineis superiores: aspecto do 
endocórion de ovos inteiros; paineis do meio: detalhe das porções dorsais marcadas 
com asteriscos no painel superior; paineis inferiores: detalhe das extremidades 
posteriores (cabeças de seta nos paineis superiores). Setas brancas apontam 
diferenças na escultura do endocórion entre as espécies: Ae. aegypti possui 
marcações poligonais em alto relevo; An. aquasalis apresenta sulco lateral, ao longo 
do eixo antero-posterior; Cx. quinquefasciatus tem marcas de pequenos círculos, em 
baixo relevo, próximas à extremidade posterior. As imagens mostradas são 
representativas de pelo menos 10 amostras de cada espécie. Note que as barras de 

escala são diferentes entre as micrografias da primeira linha e as restantes. 

 

 

Discussão 

A literatura diverge em relação às medidas de comprimento e largura 

dos ovos de culicídeos. Enquanto os valores encontrados no presente trabalho 

para Ae. aegypti, An. aquasalis e Cx. quinquefasciatus se assemelham a outros 

grupos (Linley et al 1993, Maldonado et al 1997, Suman et al 2009, 2011), Sota 

e Mogi (1992), utilizando ovos de Ae. aegypti de populações de diferentes 

regiões do globo, relatam volume médio entre 18 e 22 m3. Nós obtivemos 

aproximadamente a metade destes valores para Ae. aegypti, utilizando ovos da 

cepa Rockefeller. Os mesmos autores, Sota e Mogi (1992), comparando 

populações do gênero Aedes de diferentes regiões geográficas, encontraram 

correlação positiva entre o volume dos ovos e sua capacidade de sobrevivência 

em condições secas. Em nossas análises, que perpassaram três gêneros 

distintos, não encontramos correlação do tamanho dos ovos com o nível de 

ROD: apesar de igualmente volumosos, ovos de Cx. quinquefasciatus e de Ae. 

aegypti possuem, respectivamente, baixa e alta ROD. Os ovos de An. 

aquasalis, de menor volume, apresentam ROD intermediária. 

No presente trabalho, encontramos peso médio de 10 µg para ovos 

de Ae. aegypti ao final da embriogênese. É sabido que ovos desta espécie 

aumentam de peso e volume durante o desenvolvimento embrionário devido à 

absorção de água do ambiente (Gander 1951, Kliewer 1961). De acordo com 

Kliewer (1961), ovos recém-postos pesam 5 µg e absorvem água 

gradativamente durante as 16 horas seguintes; a partir de então mantêm o 

peso de 12 µg até o final da embriogênese. O mesmo autor verificou que a 

formação da CS é concomitante com o fim da absorção de água pelo ovo. Em 

nossas avaliações identificamos que os ovos de Cx. quinquefasciatus foram os 
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que mais expandiram, seguidos de An. aquasalis e Ae. aegypti. Assim como 

sugerido por Kliewer (1961), estas diferenças podem ser atribuídas à dinâmica 

de formação da CS: em Ae. aegypti e An. aquasalis a CS é formada com 21% 

da embriogênese, enquanto em Cx. quinquefasciatus só mais tarde, com 35 % 

(Vargas et al 2014), o que resultaria em potencial de maior absorção de água. 

Ou seja, se o peso, ou o volume, dos ovos fosse comparado entre 35 e 80% da 

embriogênese, é provável que pouca diferença fosse encontrada. 

Alternativamente porém, a grande expansão dos ovos de Cx. quinquefasciatus 

pode estar relacionada com uma maior permeabilidade da casca em relação às 

outras espécies. Em consonância com essa hipótese está o menor nível de 

ROD de ovos de Cx. quinquefasciatus. Investigações adicionais são 

necessárias para compreender melhor esse aumento de volume distinto em os 

ovos de diferentes espécies. 

A espessura do endocórion varia na família Culicidae: em Ae. 

aegypti, possui entre 4 e 5 µm (Clements 1992) enquanto em An. albitarsis 

mede entre 0,6 e 1,2 µm (Monnerat et al 1999). Esta medição em mosquitos 

não é simples, principalmente depois da esclerotização e melanização que 

ocorrem durante a embriogênese inicial, processos que enrijecem a casca dos 

ovos e dificultam os cortes histológicos. Por exemplo, no estudo mencionado 

acima com An. albitarsis, os ovos foram cortados antes da finalização do 

enrijecimento e com a adição de uma droga que retarda esse processo. Neste 

contexto, como alternativa para verificar se há relação entre a massa das 

cascas e a impermeabilidade dos ovos, optamos por determinar o peso das 

cascas, além de sua contribuição relativa ao peso total dos ovos de cada 

espécie. Curiosamente, a casca proporcionalmente mais pesada é a de An. 

aquasalis, que possui ROD intermediária; Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus, 

que se encontram em extremos opostos em relação ao grau de ROD, 

apresentam peso semelhante de casca, proporcionalmente ao peso do ovo. 

Esses dados apontam que a massa da casca, pelo menos quando avaliada 

isoladamente, possui pouca relação com a capacidade do ovo em resistir a 

ambientes secos. Entendemos que a verificação da espessura do endocórion 

nas diferentes espécies possibilitaria estabelecer a densidade das cascas, 

grandeza importante no contexto desta investigação. Com base em nossos 

achados, nossa hipótese é que componentes bioquímicos específicos 
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presentes nas cascas possam influenciar qualitativamente a permeabilidade 

dos ovos de culicídeos. Algumas substâncias que possivelmente estão 

relacionadas com a ROD são as melaninas, esclerotinas ou ainda lipídios 

(Slifer 1937, 1948, Hopkins e Kramer 1992, Goltsev et al 2009, Wittkopp e 

Beldade 2009, Wu et al 2013). 

Muitas vezes, em estudos com ovos de mosquitos, a microscopia 

eletrônica de varredura é utilizada como ferramenta para análise do exocórion 

(Linley 1989, Linley et al 1993, Lounibos et al 1997, Maldonado et al 1997, 

Suman et al 2011). Nosso grupo já utilizou essa abordagem também para 

visualizar o endocórion de anofelinos, que se mostrou homogêneo nas faces 

ventral e dorsal do ovo de An. albitarsis (Monnerat et al 1999, Valle et al 1999). 

No presente estudo o exocórion foi removido por ser uma camada que se 

desprende facilmente durante a manipulação dos ovos (Linley 1989). Além 

disso, tínhamos interesse em investigar diretamente o endocórion, posto que a 

ROD em ovos de culicídeos não sofre alterações quando o exocórion é 

removido (Martins AJ, dados não publicados). Ondulações homogêneas em 

toda a superfície do endocórion foram vistas apenas em Ae. aegypti, a única, 

entre as espécies avaliadas, que apresenta grande resistência ao ambiente 

seco (Vargas et al 2014). 

Acreditamos que a investigação de outras características físicas e 

químicas de ovos é necessária para a compreensão da natureza dos diferentes 

níveis de ROD encontrados, entre os culicídeos vetores. No entanto, os dados 

até agora obtidos apontam para uma conjunção de fatores operando em 

sinergia para estabelecer os distintos níveis de resistência à dessecação 

observados. 
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3.3) Capítulo 3 

Este capítulo descreve que o processo de melanização da casca dos 

ovos de mosquitos é um fator importante para o fenômeno de aquisição de 

resistência dos ovos à dessecação. 

Esta etapa da tese foi realizada no Laboratório de Fisiologia e 

Controle de Insetos Vetores (LAFICAVE), IOC, FIOCRUZ e no Florida Medical 

Entomology Laboratory (FMEL), da Universidade da Flórida em Vero Beach, 

EUA, em colaboração com a equipe do Dr Phil Lounibos. 

Os dados estão apresentados na forma de um manuscrito em 

preparação. 
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Resumo 

A maioria dos insetos tem uma membrana extraembrionária, chamada serosa, 

que envolve todo o embrião. Durante a embriogênese, a serosa secreta uma 

matriz extracelular, a cutícula serosa (CS), que acaba por se tornar parte da 

casca do ovo, em adição ao córion. A CS é um componente essencial do 

fenômeno da resistência dos ovos à dessecação (ROD). Em mosquitos, ovos 

de espécies diferentes possuem distintos níveis de resistência à dessecação 

ao final da embriogênese: Aedes aegypti, Anopheles aquasalis e Culex 

quinquefasciatus exibem, respectivamente, alta, média e baixa viabilidade 

quando expostos ao seco. No presente trabalho, a avaliação da aquisição de 

ROD, durante a embriogênese das três espécies, mostra que a CS possui um 

papel relevante para esse processo. Quitina é um dos componentes da CS. 

Quantificação de quitina revelou tendência de maior conteúdo em cascas de 

ovos mais resistentes ao seco. Além disto, diferenças significativas foram 

encontradas no grau de melanização: Aedes aegypti tem a casca mais 

melanizada, seguido de An. aquasalis e Cx. quinquefasciatus. Isso sugere que 

ovos mais melanizados são mais resistentes ao seco. Essa hipótese foi em 
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seguida investigada com o mutante de An. quadrimaculatus denominado 

GORO. Esta linhagem não é melanizada corretamente, e as cascas de seus 

ovos têm aparência dourada, distinta de seu equivalente selvagem (WT), que 

possui ovos de casca escura. Embora a dinâmica da embriogênese e da 

formação da CS nas linhagens WT e GORO seja equivalente, embriões GORO 

são mais sensíveis a ambientes secos: quando expostos ao seco por 10 horas, 

depois da formação da CS, apenas 12,3% dos embriões GORO são viáveis, 

em contraste com 66,5% de embriões WT. Nossos resultados confirmam, de 

forma direta, que, além da quitina da CS, a melanização da casca dos ovos 

está relacionada com a aquisição de impermeabilidade que ocorre em os ovos 

de insetos. 

 

Palavras-chave - impermeabilização, mosquitos vetores, embrião, 

melanização, casca do ovo 

 

Abreviaturas: CS: cutícula serosa, FMEL-USA: Florida Medical Entomology 

Laboratory (Vero Beach, FL, USA), LAFICAVE-BR: Laboratório de Fisiologia e 

Controle de Artrópodes Vetores (Fiocruz, RJ, Brasil), ROD: resistência do ovo à 

dessecação. 

 

 

Introdução 

Balanço hídrico é um componente primário da homeostasia em 

todos os organismos. A compreensão de suas bases fisiológicas, o 

envolvimento de circunstâncias ambientais e a evolução de traços particulares 

deste processo, assim como suas potenciais implicações ecológicas, têm sido 

há muito tempo tópicos significativos da biologia (Chown et al 2011). O manejo 

da absorção e da perda de água é uma questão importante para organismos 

que apresentam volume reduzido em relação à área de superfície, como os 

insetos. 

Já foi descrita em alguns insetos a aquisição, durante a 

embriogênese, de tolerância a ambientes secos, fenômeno que denominamos 

'resistência do ovo à dessecação' (ROD). A ROD possibilita a sobrevivência de 

embriões em condições ambientais de baixa umidade relativa (Rezende et al 
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2008, Goltsev et al 2009, Jacobs et al 2013, Vargas et al 2014). Em mosquitos 

já foi observado que diferentes espécies possuem distintos níveis de ROD 

(Vargas et al 2014, Figura suplementar 1). A ROD é uma característica 

particularmente importante quando culicídeos vetores são considerados, pois 

os mesmos colocam ovos em ambiente aquático, muitas vezes temporários, o 

que levaria os ovos a dessecarem, inviabilizando-os. É o caso de alguns 

mosquitos dos gêneros Aedes, Anopheles e Culex, capazes de abrigar vírus 

como dengue, chikungunya, da febre do Oeste do Nilo ou mesmo plasmódios, 

entre outros parasitas (Consoli e Lourenço-de-Oliveira 1994, Gould e Solomon 

2008, Powers 2010). Curiosamente, depois de adquirir ROD, ovos de 

mosquitos do gênero Aedes, mas não dos gêneros Culex ou Anopheles, 

podem permanecer viáveis, em estado de dormência, sob condições secas, por 

meses (Christophers 1960, Juliano e Lounibos 2005, Urbanski et al 2010, 

Vargas et al 2014). Apesar da importância dos mosquitos vetores e do 

conhecido envolvimento da casca dos ovos, ainda existem lacunas sobre os 

fatores que contribuem para a ROD nesses insetos (Telford 1957, Beckel 1958, 

Harwood e Horsfall 1959, Judson e Hokama 1965, Rezende et al 2008, Goltsev 

et al 2009). 
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Figura Suplementar 1: Resistência, pós embrionária, de ovos de mosquitos à 
dessecação. Período, ao final da embriogênese, em que os ovos permanecem viáveis 
quando mantidos em ambientes secos. (*) Sabe-se que ovos de Ae. aegypti mantêm 
alta viabilidade por períodos ainda maiores (Christophers 1960, Rezende et al 2008). 

 

Em ovos recém-postos, a casca é composta apenas pelo córion, 

uma estrutura produzida pelas células foliculares, ainda no ovário da fêmea. O 

córion é formado por duas camadas: o exo e o endocórion (Chapman 1998, 

Monnerat et al 1999, Valle et al 1999). O endocórion de mosquitos passa por 

notáveis transformações bioquímicas logo no início da embriogênese: no 

momento da postura, o endocórion é branco e flexível; dentro de meia hora 

começa a escurecer e, após duas a três horas, está totalmente escuro e 

enrijecido (Gander 1951, Beckel 1958, Christophers 1960, Raminani e Cupp 
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1975, Li e Li 2006, Rezende 2008). Após a formação do blastoderma celular, 

uma das primeiras etapas da embriogênese dos insetos, um grupo de células 

extraembrionárias, denominadas coletivamente 'serosa', envolve o embrião. A 

serosa secreta a cutícula serosa (CS), que se localiza adjacente e 

internamente ao endocórion (Goltsev et al 2009). No presente trabalho 

consideramos que a casca do ovo possui três camadas: o exocórion, o 

endocórion e a cutícula serosa. Foi demonstrado que a secreção da CS 

coincide com o momento da aquisição de impermeabilidade em embriões de 

Ae. aegypti, An. gambiae, An. aquasalis e Cx. quinquefasciatus, apontando que 

a CS é um componente do processo de ROD em mosquitos (Rezende et al 

2008, Goltsev et al 2009, Vargas et al 2014). Embora a composição da CS de 

mosquitos ainda não tenha sido totalmente elucidada, sabe-se que o 

polissacarídeo quitina é um de seus componentes (Rezende et al 2008, 

Goltsev et al 2009). 

Vários estudos sugerem que, além da CS, outros fatores participam 

da resistência do ovo à dessecação, incluindo a presença de ceras, a natureza 

da conexão entre a CS e o endocórion e os processos de melanização e 

esclerotização das cascas (Beckel 1958, Harwood 1958, Rezende et al 2008, 

Vargas et al 2014). A melanização e a esclerotização se iniciam com a 

transformação de tirosina em dopa que, por sua vez, poderá dar origem a 

agentes esclerotizantes ou a melaninas (Hopkins e Kramer 1992, Li e 

Christensen 1993). É sabido que a esclerotização contribui para estabilizar 

diversas estruturas corpóreas de insetos, e também as cascas de seus ovos, 

enquanto as melaninas atuam escurecendo-as (Hopkins e Kramer 1992, Li e Li 

2006). Foi identificada, na serosa de An. gambiae, a expressão de genes 

relacionados com esses processos (Goltsev et al 2009). Embora a existência 

de relação entre resistência à dessecação e melanização em insetos já seja 

conhecida (Kalmus 1941, True 2003, Parkash et al 2009, Wittkopp e Beldade 

2009), a relevância desta interação para o ovo ainda não foi descrita. 

A natureza do fenômeno de resistência à dessecação em ovos de 

insetos foi investigada usando embriões de mosquitos como modelos. A ROD 

foi analisada comparativamente em diferentes espécies de vetores: Aedes 

aegypti, Culex quinquefasciatus e Anopheles sp. Identificamos que, além da 
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CS, a impermeabilidade dos ovos de mosquitos está diretamente relacionada 

com a melanização da casca. 

 

 

Métodos 

Manutenção de mosquitos e posturas sincronizadas 

As colônias de Ae. aegypti, An. aquasalis e Cx. quinquefasciatus 

utilizadas foram mantidas no LAFICAVE. As linhagens de An. quadrimaculatus, 

GORO (MRA-891) e selvagem (WT) (ORLANDO, MRA-139), foram obtidas do 

Malaria Research and Reference Reagent Resource Center - MR4 (Manassas, 

VA, USA) e mantidas no FMEL. A linhagem GORO advém do cruzamento entre 

as linhagens mutantes GOCUT (MRA-123, Golden Cuticle) e ROSEYE (MRA 

122, Rose eyes) (BEI 2014). Larvas de todas as espécies foram crescidas a 

26 ± 1 °C e alimentadas com dietas específicas para cada caso: An. 

quadrimaculatus com uma mistura 1:1 de levedura e infusão de fígado; An. 

aquasalis com comida para peixe da marca Tetramin® (Tetramarine Saltwater 

Granules, Tetra GmbH, Germany) e Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus com 

ração para gatos (Friskies®, Purina, Camaquã, RS, Brasil). Os adultos foram 

mantidos a 25 ± 1 °C, 70-80% de umidade relativa e receberam solução de 

sacarose a 10 % ad libitum. Para o repasto sanguíneo, adultos foram privados 

da solução de sacarose por um período de 12-24 horas e então alimentados 

em cobaios ou em galinhas anestesiadas. A metodologia de obtenção de 

posturas sincronizadas foi adaptada de Valencia (1996), conforme descrito em 

Rezende et al (2008) e Vargas et al (2014). De maneira resumida, dependendo 

da espécie de mosquito, a postura foi induzida entre três e cinco dias depois da 

alimentação de sangue: as fêmeas foram colocadas em um tubo, anestesiadas 

em gelo por um minuto e rapidamente transferidas para um disco de papel 

Whatman Nº 1, colocado sobre a tampa de uma placa de Petri invertida (90 ou 

150 mm de diâmetro), fechada com sua base. Depois que as fêmeas se 

recuperavam da anestesia, o papel era umedecido com água. Para Cx. 

quinquefasciatus, água desclorada era colocada diretamente na placa de Petri, 

sem papel-filtro. Em todos os casos, a postura foi realizada durante uma hora. 
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Determinação dos períodos de embriogênese e de aquisição de ROD em 

An. quadrimaculatus 

Conhecimento tanto do período exato necessário para a finalização 

do desenvolvimento embrionário quanto do momento de aquisição de ROD são 

pré-requisitos para estudar a viabilidade dos embriões no seco. Estes dois 

momentos já haviam sido previamente determinados para todas as espécies 

estudadas (Figura Suplementar 2), com exceção de An. quadrimaculatus, 

submetido aqui aos mesmos procedimentos descritos para os outros mosquitos 

(Farnesi et al 2009, Vargas et al 2014). 

Para determinar o tempo total da embriogênese, em síntese, os ovos 

de An. quadrimaculatus foram monitorados de hora em hora a partir de 

momento definido, prévia e empiricamente, como sendo anterior à eclosão 

esperada das primeiras larvas. Considerou-se como término da embriogênese 

o tempo necessário para eclosão de 50% das larvas. Foram realizados três 

experimentos independentes, cada qual com aproximadamente 120 ovos, para 

ambas as linhagens, WT e GORO. 

O período de aquisição de ROD foi avaliado conforme descrito por 

Rezende (2008), com réplicas de 40-50 ovos obtidos de posturas 

sincronizadas: em diferentes momentos da embriogênese os ovos foram 

expostos ao seco por 15 min e depois desse período o percentual de ovos 

murchos foi contabilizado por observação em lupa. 

A

B Período de formação da CS relativo ao tempo total de embriogênese

0 10 20 30 40 50 60 70 80 horas

% embriogênese0          10         20         30        40          50         60        70          80        90       100

An. aquasalis

Ae. aegypti

Cx. quinquefasciatus

Duração da embriogênese e período de formação da CS de culicídeos a 25 ºC

Período de formação da CS

 

Figura Suplementar 2: linha do tempo do desenvolvimento embrionário de três 
mosquitos vetores, com foco na formação da cutícula serosa. (A) dados 
expressos em horas após a postura; (B) o tempo de desenvolvimento embrionário das 
três espécies foi normalizado (100%) e o período relativo de formação da CS foi 
calculado. Informações adaptadas de Farnesi et al 2009, Vargas et al 2014. 
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Viabilidade dos embriões em ambiente seco 

Grupos de 40 ou 50 ovos, obtidos de posturas sincronizadas, foram 

transferidos para condições secas (sobre papel Whatman Nº 1), em diferentes 

momentos da embriogênese, antes e depois da aquisição de ROD. O período 

no seco foi de 2, 5 ou 10 horas, e depois os ovos foram novamente transferidos 

para ambiente úmido, onde permaneceram até a finalização da embriogênese. 

Em todas as condições experimentais, o intervalo total de teste (período inicial 

úmido mais período no seco) foi inferior ao tempo necessário para finalização 

da embriogênese. A viabilidade foi quantificada por contagem da eclosão de 

larvas, estimulada com solução de extrato de levedura 0,15% (peso/volume) 

(Farnesi et al 2009), a cada hora, até que não houvesse mais eclosão por duas 

horas seguidas. Vinte e quatro horas depois, verificou-se novamente a eclosão, 

para determinação do total de larvas. Para cada espécie e para cada condição 

experimental, uma amostra foi mantida em paralelo, em papel-filtro úmido, até 

o final da embriogênese para controle da taxa de eclosão. Em todos os casos, 

três experimentos independentes foram realizados, em triplicata, dentro de 

incubadoras, a 25 °C, com umidade relativa variando entre 40 e 80 %. 

 

Isolamento da cutícula serosa e detecção de quitina 

Cascas de ovos de Ae. aegypti, An. aquasalis e Cx. 

quinquefasciatus foram coletadas depois da eclosão das larvas. A partir destas 

cascas, o isolamento de cutículas serosas foi adaptado de Rezende et al 

(2008): digestão completa do córion foi feita com NaOCl 3% ativo durante 15-

40 minutos, dependendo da espécie. As CSs resultantes foram lavadas três 

vezes com água destilada e três vezes com tampão salina-fosfato (PBS, do 

inglês ‘phosphate buffered saline’) contendo 20 mg/ml de albumina 

sérica bovina (BSA, do inglês ‘bovine serum albumin’ ) (PBSB). Para detecção 

de quitina, CSs isoladas foram incubadas com a lectina WGA (aglutinina do 

gérmen do trigo, do inglês ‘Wheat Germ Agglutinin’) conjugada com o fluoróforo 

Isotiocianato de fluoresceína (FITC, do inglês ‘fluorescein isothiocyanate’), ou 

seja, WGA-FITC (EY Laboratories) 5 µg/ml em solução de PBSB, por uma 

hora, à temperatura ambiente e no escuro. Depois de lavagem extensiva na 

solução de PBSB, as CSs foram montadas e analisadas com DIC ou 

microscopia de fluorescência (microscópio Axio Imager A.2 Zeiss acoplado a 
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uma AxioCam MRc 5 e software AxioVision Rel. 4.8). Este experimento foi 

realizado três vezes, de forma independente. 

 

Conteúdo de quitina nas cascas de ovos 

Ovos de Ae. aegypti, An. aquasalis e Cx. quinquefasciatus ao final 

da embriogênese foram tratados com 5-6 % de NaOCl ativo por 1 minuto para 

remoção do exocórion. Em seguida, aguardou-se o fim da embriogênese e as 

cascas (compostas nesta etapa por endocórion e CS) foram coletadas 

imediatamente depois da eclosão das larvas. O conteúdo de quitina foi 

quantificado por meio de seus derivados de glicosamina, obtidos por 

deacetilação, despolimerização e deaminação, como descrito anteriormente 

(Lehmann e White 1975, Zhang e Zhu 2006, Farnesi et al 2012). De maneira 

geral, as cascas de ovos foram submetidas à digestão alcalina que converte, 

por deacetilação, a quitina em quitosana, um polímero de glicosamina. Isto é 

feito por meio da ação conjunta de temperaturas elevadas (130 ºC) e alta 

concentração alcalina (14 M KOH). A quitosana então é despolimerizada 

gerando glicosamina que em seguida é deaminada resultando em aldeídos 

solúveis, através da reação com HNO2. Aos aldeídos é adicionado 

NH4SO3NH2, MBTH (3-Metil-2-benzotiazolinona hidrazona) e Fe3+, e o produto 

é quantificado colorimetricamente a 650 nm. O conteúdo de quitina é expresso 

em unidades de glicosamina, de acordo com curva padrão feita com um 

substrato comercial (Sigma, G4875). Para as espécies Ae. aegypti e An. 

aquasalis foram realizados três experimentos independentes e para a espécie 

Cx. quinquefasciatus, dois. Para cada experimento foram utilizadas pelo menos 

300 cascas de ovos, previamente contadas e pesadas. 

 

Análise do grau de melanização das cascas de ovos 

Foram usadas cascas de ovos de Ae. aegypti, An. aquasalis e Cx. 

quinquefasciatus coletadas imediatamente depois da eclosão das larvas e com 

o exocórion removido como descrito acima. As imagens foram obtidas com 

uma câmera digital acoplada a um microscópio óptico Zeiss Axio Scop 40 e o 

aplicativo Image J foi usado para quantificar o grau de melanização das 

cascas. O valor máximo de melanização foi atribuído para Ae. aegypti. Para 
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cada espécie foram realizados pelo menos dois ensaios, cada qual com grupos 

de 20 cascas de ovos. 

 

Análises estatísticas 

Sempre que necessário, análises estatísticas foram feitas utilizando 

o GraphPad Prism versão 5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego 

California USA, www.graphpad.com). Detalhes adicionais das análises são 

fornecidos ao longo do texto. 

 

 

Resultados 

Ovos de diferentes culicídeos, expostos ao seco durante a embriogênese, 

têm distintos padrões de viabilidade 

A viabilidade de embriões das espécies Ae. aegypti, An. aquasalis e 

Cx. quinquefaciatus foi avaliada, após exposição ao seco por vários períodos, e 

em diferentes fases da embriogênese. Em todos os casos, foram escolhidos 

quatro pontos: imediatamente antes e imediatamente depois da formação da 

cutícula serosa (CS) e dois pontos mais tardios. Uma vez que o tempo 

necessário para que o desenvolvimento embrionário se complete é diferente 

para cada espécie, assim como o momento e o período de formação da CS 

(Figura Suplementar 2), os resultados são apresentados como percentuais do 

tempo total de desenvolvimento embrionário (Figura 1). Assim, pretendeu-se 

comparar diretamente as três espécies estudadas. 

De forma geral, quanto mais tardiamente os ovos são expostos ao 

seco, maior é a sua viabilidade. A relação entre a aquisição de 

impermeabilidade dos ovos e a formação da CS, mostrada previamente por 

Vargas et al (2014), foi confirmada nesta análise fisiológica. Para todas as 

espécies, as maiores diferenças de viabilidade foram observadas entre o 

primeiro e o segundo pontos avaliados, ou seja, imediatamente antes e depois 

da formação da CS (ANOVA, P<0,05). 

Após a formação da CS, a viabilidade dos embriões de Cx. 

quinquefasciatus foi inversamente proporcional ao tempo de exposição ao 

seco, ou seja, quanto maior o período no seco, menor a viabilidade. Nesta 

espécie, tal efeito alcançou o máximo após 10 horas de exposição, quando 
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todos os embriões morreram. O mesmo fenômeno não ocorreu nas outras duas 

espécies analisadas (Ae. aegypti e An. aquasalis), nas quais a taxa de eclosão 

em cada ponto avaliado foi equivalente para todos os períodos de exposição ao 

seco. Além disso, nestas duas espécies, a CS parece ter influência distinta 

sobre a viabilidade dos embriões. Para An. aquasalis, o impacto da formação 

da CS é quase que exclusivo: a viabilidade de embriões expostos ao seco, nula 

antes da formação da CS, chega a 100% imediatamente depois. Para Ae. 

aegypti o efeito da CS é apenas parcial, elevando a viabilidade de 30-50% 

(antes da formação da CS) para cerca de 68-81% (após a formação da CS). É 

importante ressaltar que, nesta espécie, antes da formação da CS, quanto 

maior é o tempo de exposição ao seco, menor é a viabilidade. De qualquer 

forma, este efeito parcial da formação da CS sobre a taxa de eclosão das 

larvas de Ae. aegypti indica que fatores adicionais, que ocorrem previamente 

ao período de formação da CS, podem ser relevantes para a manutenção da 

viabilidade dos embriões em condições secas. Culex quinquefasciatus exibiu 

perfil intermediário: apenas para o menor tempo de exposição ao seco antes da 

formação da CS houve alguma eclosão de larvas, em torno de 20% (Figura 1). 

Ainda em Ae. aegypti, um aumento gradual da viabilidade dos 

embriões, observado no decorrer do desenvolvimento e para todos os períodos 

de exposição ao seco, mostra indícios de algum tipo de 'maturação da ROD', 

que poderia ser dependente da CS e de outros fatores, e cuja eficiência na 

proteção do embrião contra perda de água é progressiva. Tal perfil de 

'maturação da ROD' também pode ser observado em Cx. quinquefasciatus, na 

condição de ovos expostos por 5 horas ao seco (Figura 1). 
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Figura 1: Ovos de culicídeos exibem distintos padrões de viabilidade quando 
expostos ao seco durante a embriogênese. Dados são apresentados como eclosão 
de larvas (normalizados em relação ao controle mantido em condições padrão, ver 
Métodos) em função do percentual do desenvolvimento total de cada espécie (de 
acordo com Vargas et al 2014). Cada ponto representa a média e o erro padrão de 
três experimentos independentes, com pelo menos 120 ovos cada. As faixas azuis 
indicam o período de formação da cutícula serosa (CS), relativo ao total da 
embriogênese. Em todos os casos, a viabilidade foi significativamente diferente entre 
os dois primeiros pontos experimentais, antes e depois da formação da CS (ANOVA, P 
<0,05). 

 

O conteúdo de quitina nas cascas de ovos de diferentes culicídeos é 

variável 

Marcação WGA-FITC confirmou a presença de quitina em cutículas 

serosas isoladas de Ae. aegypti, An. aquasalis e Cx. quinquefasciatus (Figura 

2). Diferenças no aspecto da CS desses culicídeos também são evidentes: as 

CSs de Ae. aegypti e An. aquasalis são morfologicamente bem estruturadas, 

em oposição à CS frágil e quebradiça de Cx. quinquefasciatus. 

O conteúdo de quitina foi quantificado em grupos de cascas 

(contendo endocórion e CS) e apresentado como equivalentes de glicosamina 

(ver Métodos). A Tabela mostra que o conteúdo de quitina das cascas de Ae. 

aegypti é, em média, maior que An. aquasalis, que por sua vez é maior do que 

Cx. quinquefasciatus. Como os ovos dos mosquitos avaliados possuem 

tamanhos diferentes (ver seção 3.2 desta tese), o conteúdo de quitina também 

foi normalizado em relação à área dos ovos; ainda assim a espécie Cx. 

quinquefasciatus exibe menor conteúdo relativo. No entanto, não foram 

encontradas diferenças estatísticas nos dados da Tabela (ANOVA, P>0,05). 

Verificou-se tendência de menor conteúdo de quitina em cascas de ovos mais 
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densas (Figura 3). Por outro lado, espécies com maior conteúdo relativo de 

quitina nas cascas dos ovos foram precisamente aquelas que exibiram maior 

ROD (compare a Figura 3 com a Figura Suplementar 1). Apesar desses dados 

sugerirem relação direta entre o nível de quitina e o grau de ROD em insetos, 

espera-se que outros fatores também influenciem na impermeabilidade dos 

ovos (Beckel 1958). 

D
IC

F
lu

o
re

s
c
ê
n

c
ia

Aedes aegypti Anopheles aquasalis Culex quinquefasciatus

 

Figura 2: Quitina está presente na cutícula serosa dos ovos de diferentes 
culicídeos. Paineis superiores: DIC; paineis inferiores: marcação com WGA-FITC 
para identificação de quitina. O registro da fluorescência foi feito nas mesmas 
condições para todas as amostras. Todas as imagens possuem a mesma 
magnificação. 

 

 

Tabela: Quantificação de quitina em cascas de ovos de culicídeos. As cascas 
eram constituídas de endocórion e cutícula serosa. Os valores estão normalizados por 
peso ou por área das cascas. Foram utilizados os dados do capítulo 2 da seção 
Resultados para os cálculos de peso e área das cascas. Não houve diferenças 
significativas entre os valores obtidos (ANOVA, P>0,05). 

Ae. aegypti                                             0,673   0,341                                            3,150   0,528 

An. aquasalis 0,317  0,157                                             2,949   0,930

Cx. quinquefasciatus                               0,181  0,036                                             1,910  0,044 

ng glicosamina /µg casca ng glicosamina / área (µm²) casca
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Figura 3: Cascas de ovos de mosquitos com maior teor de quitina são as que 
exibem menor densidade e também as que mais resistem ao seco. Eixo 
horizontal: densidade superficial da casca (peso da casca/ área do ovo, calculada com 
base nos dados apresentados no capítulo 2 da seção Resultados desta tese). Eixo 
vertical: equivalente de quitina por μg de casca. Para cada espécie foram utilizadas 
pelo menos 600 cascas de ovos, contadas e pesadas previamente ao ensaio de 
dosagem de quitina. 

 

Espécies de mosquitos com ovos mais melanizados possuem maior ROD 

O grau de melanização do endocórion de Ae. aegypti, An. aquasalis 

e Cx. quinquefasciatus foi avaliado comparativamente, utilizando-se o culicídeo 

de ovo mais escuro, Ae. aegypti, como parâmetro para o percentual máximo de 

melanização (Figura 4). Ovos de Ae. aegypti e An. aquasalis mostram padrão 

de melanização homogêneo. O mesmo não foi verificado para Cx. 

quinquefasciatus, cujos ovos foram então avaliados em dois pontos distintos. 

Culex quinquefasciatus exibiu o endocórion menos melanizado, seguido de An. 

aquasalis, este último cerca de 20% menos escuro que Ae. aegypti. Todas as 

diferenças encontradas no grau de melanização do endocórion das espécies 

foram significativas (ANOVA, P<0,05). O grau de melanização variou 

diretamente com a intensidade de ROD das espécies (compare a Figura 4 com 

a Figura Suplementar 1, Vargas et al 2014), ou seja, ovos mais melanizados 

parecem ser mais resistentes ao seco. 

No entanto, os ensaios mostrados até aqui não permitem 

estabelecer relação entre a ROD e a melanização especificamente, tendo em 

vista que outros fatores contribuem para a impermeabilização dos ovos. Para 

investigar diretamente a relação entre melanização e ROD, lançamos mão da 

espécie Anopheles quadrimaculatus, que possui um mutante, GORO, com 

melanização afetada (ver Métodos) (BEI 2014). 
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Figura 4: Diferenças no grau de melanização de cascas de ovos de mosquitos 
podem estar associadas com resistência do ovo à dessecação. Imagens obtidas 
em microscopia de campo claro de endocórions (paineis superiores) foram usadas 
para quantificar o grau de escurecimento (painel inferior). A região de avaliação em 
cada espécie está indicada por círculos, numerados. Cascas de ovos de Cx. 
quinquefasciatus foram avaliadas em dois locais distintos, porque a pigmentação não 
é homogênea. Aedes aegypti foi utilizado como padrão de escurecimento máximo. No 
gráfico, as barras representam média e erro padrão de dois experimentos 
independentes, com pelo menos 20 cascas cada. Letras distintas indicam diferenças 
significativas (ANOVA, P < 0,05). Barra = 100µm. 

 

Alguns aspectos das linhagens WT e GORO de An. quadrimaculatus 

A Figura 5 ilustra as fases do ciclo de vida das linhagens de An. 

quadrimaculatus WT e GORO. Na linhagem mutante GORO a melanização das 

estruturas corpóreas de todos os estágios de vida é deficiente, o que lhe 

confere aspecto dourado, diferente de sua contraparte selvagem. Tiramos 

proveito da existência desta linhagem para analisar a influência do processo de 

melanização da casca sobre a aquisição de impermeabilidade dos ovos, 

independente de outros fatores. 

Inicialmente foi necessário identificar, nas duas linhagens, a 

cronologia do desenvolvimento embrionário total e o momento de aquisição de 

ROD. O tempo necessário para completar o desenvolvimento embrionário, de 

56,1 horas após a postura, não difere entre as cepas selvagem e GORO 

(Figura 6A). A aquisição de impermeabilidade ocorre no período entre 19,6 e 

25% do desenvolvimento embrionário para as duas linhagens (Figura 6B). A 

aquisição de impermeabilidade é concomitante com a formação da CS nas 

duas linhagens (Figura 7), como visto em outros culicídeos (Vargas et al 2014). 
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Estes resultados confirmam a relação entre impermeabilidade e CS também 

em An. quadrimaculatus e mostram que no mutante GORO a formação da CS 

não é alterada. 

 

Figura 5: Estágios de vida do Anopheles quadrimaculatus, linhagens selvagem 
(WT) e não melanizada corretamente (GORO). (A) ovos; (B) larvas, (C) pupas; (D) 
adultos. GORO = “Golden Cuticle and ROse eyes”. 
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Figura 6: Nas linhagens selvagem (WT) e GORO de An. quadrimaculatus o tempo 
total de embriogênese e a aquisição de resistência do ovo à dessecação são 
similares. (A) Eclosão cumulativa de larvas de primeiro instar a 25 ºC, normalizada 
em relação ao registro do máximo de larvas eclodidas, obtido 24 horas após o término 
esperado da embriogênese. (B) Grupos de ovos de diferentes idades foram mantidos 
em ambiente seco por 15 minutos. A taxa de ovos intactos (que não murcharam neste 
intervalo) é apresentada em função do tempo de embriogênese, expresso em 
percentual do desenvolvimento total a 25 ºC. A faixa azul indica o período do 
desenvolvimento associado à formação da cutícula serosa. Nos dois casos, cada 
ponto representa a média e o desvio-padrão de três experimentos independentes, 
totalizando 270 ovos. 
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Figura 7: Nas linhagens WT e GORO de An. quadrimaculatus a aquisição de 
resistência do ovo à dessecação (ROD) está relacionada com a formação da 
cutícula serosa (CS). A presença de cutícula serosa foi determinada por digestão 
com cloro ativo. (A, D) Ovos intactos; (B, E) ovos tratados com cloro antes da 
aquisição da ROD são totalmente digeridos; (C, F) ao contrário, ovos submetidos ao 
mesmo tratamento depois da aquisição de ROD permanecem íntegros; estes ovos 
possuem CS resistente ao cloro. Seta: resquícios de endocórion ainda não consumido 
pelo cloro; cabeça de seta: limites da cutícula serosa; asterisco: porção mais posterior 
da banda germinal. Embriões de ambas as cepas estão na fase de extensão máxima 
da banda germinal logo depois da formação da CS. Todas as imagens possuem a 
mesma magnificação. 

 

O processo de melanização é importante para a ROD 

As duas linhagens de An. quadrimaculatus foram utilizadas para 

avaliar a influência relativa da melanização na ROD. Para tanto, a exemplo do 

que havia sido feito com as outras espécies (Figura 1), avaliou-se a viabilidade 

de embriões de An. quadrimaculatus, selvagens e GORO, expostos ao 

ambiente seco, antes e depois da formação da CS, por diferentes períodos de 

tempo (2, 5 e 10 horas) (Figura 8). Embriões GORO, não melanizados 

corretamente, apresentaram menores taxas de viabilidade quando comparados 

aos embriões selvagens expostos às mesmas condições. Além disso, quanto 

maior o tempo de exposição ao seco, menor a viabilidade das duas linhagens, 

e mais evidentes as diferenças entre elas. Já no menor período testado, de 

duas horas de exposição ao seco, houve queda significativa na viabilidade dos 

embriões GORO em relação aos WT (ANOVA, P<0,05) (Figura 8, painel da 
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esquerda). Depois de 10 horas no seco, a viabilidade dos embriões GORO não 

alcançou 15%, enquanto embriões WT ultrapassaram 65% de viabilidade. 

Estes resultados comprovam a influência direta da melanização sobre a 

resistência dos ovos de insetos à perda de água para o ambiente. 
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Figura 8: Ovos não melanizados de An. quadrimaculatus resistem pouco à 
dessecação. Ovos das cepas selvagem (WT) e GORO foram expostos ao seco por 
diferentes períodos, a partir dos momentos da embriogênese indicados nos eixos-x, 
antes e depois da aquisição de ROD. A taxa de eclosão foi normalizada por controles 
de viabilidade, mantidos em condições úmidas. Cada ponto representa a média e o 
erro-padrão de três ensaios independentes, cada qual com 40 ou 50 ovos. As faixas 
azuis indicam o período associado à formação da cutícula serosa. (*) diferenças 
significativas na viabilidade entre as linhagens WT e GORO, em pontos equivalentes 
da embriogênese (ANOVA, seguido do teste de Tukey, P < 0,05). 

 

 

Discussão 

A resistência à dessecação dos ovos de insetos é um fenômeno que 

os ajuda a sobreviver em ambientes inóspitos. Em mosquitos, ovos com forte 

resistência ao seco estão confinados aos gêneros Aedes, Ochlerotatus, 

Psorophora, Haemagogus e Opifex (Clements 1992, Juliano e Lounibos 2005), 

que totalizam cerca de 29% das espécies descritas (Walter Reed 

Biosystematics Unit 2014). 

Mosquitos que se desenvolvem em ambientes apenas 

temporariamente alagados, como buracos de árvores, e alguns outros 

criadouros naturais ou mesmo artificiais, estão sujeitos a flutuações do nível de 

umidade. Nesses casos, a resistência à dessecação é considerada uma 

estratégia reprodutiva (Vinogradova 2007). Além disso, sabe-se que espécies 

de mosquito que possuem ovos muito resistentes ao seco têm sua capacidade 
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de dispersão aumentada. Sendo assim, a resistência do ovo à dessecação 

(ROD) é fortemente associada à introdução de espécies de culicídeos em 

novas regiões geográficas (Juliano e Lounibos 2005). Essa importante 

característica ecológica tem implicações na dispersão e na transmissão de 

doenças como, por exemplo, a dengue, de distribuição global (Bhatt et al 

2013). 

É sabido que a resistência dos ovos à dessecação é 

majoritariamente adquirida no primeiro terço da embriogênese, e que este 

processo está intimamente relacionado à formação da cutícula serosa (Farnesi 

et al 2009, Goltsev et al 2009, Jacobs et al 2013, Vargas et al 2014). 

Recentemente foram identificadas diferenças nos níveis de ROD em três 

gêneros de culicídeos vetores: Aedes, Anopheles e Culex (Vargas et al 2014). 

Todos possuem CS e todos apresentam algum grau de resistência ao seco ao 

final da embriogênese. Apesar disto, em Anopheles e Culex, a 

impermeabilidade conquistada no primeiro terço da embriogênese não é 

suficiente para proteger os embriões de exposições ao seco por mais de 24 ou 

5 horas, respectivamente (Vargas et al 2014, Figura Suplementar 1). Neste 

trabalho investimos esforços na análise da impermeabilidade que se 

desenvolve especificamente ao longo da embriogênese, para tentar entender 

sua relevância sobre a ROD. Para tanto, diferente de Vargas et al (2014), todos 

os ensaios de exposição ao seco foram feitos antes que a embriogênese das 

espécies avaliadas se completasse. 

Nossos dados mostram, em todos os casos, que a viabilidade foi 

menor quando os embriões foram expostos ao seco antes da formação da CS, 

corroborando os achados prévios da literatura que apontam para a importância 

da formação dessa matriz extracelular sobre o fenômeno da ROD em insetos. 

Curiosamente, embriões de Ae. aegypti, quando expostos ao seco por até 10 

horas a partir de momento anterior à formação da CS, já exibem 30% de 

viabilidade. Esses resultados corroboram a hipótese de Beckel (1958) de que 

outros fatores da casca, além da CS, estão associados à ROD. Por outro lado, 

Rezende et al (2008) demonstraram que, antes da formação da CS, ovos de 

Ae. aegypti não são capazes de resistir ao seco por períodos mais longos 

(acima de 25 horas). Ou seja, tais fatores iniciais que atuam em Ae. aegypti 

antes da formação da CS só conferem proteção parcial ao embrião, contra 
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exposições ao seco por intervalos curtos de tempo. Estes fatores iniciais 

podem ser percebidos, de forma mais sutil, também em ovos de Cx. 

quinquefasciatus, que possuem baixa ROD: nesta espécie, exposição ao seco 

por 2 horas antes da formação da CS não foi suficiente para bloquear 

completamente a eclosão das larvas (Figura 1). 

Em consonância com Rezende et al (2008), observamos que após a 

formação da CS em ovos de Ae. aegypti de fato, parece ocorrer 'maturação da 

ROD' ao longo da embriogênese inicial: quanto mais tardiamente os ovos são 

expostos ao seco, maior é a viabilidade dos embriões. Este aumento gradativo 

de viabilidade no decorrer do desenvolvimento foi equivalente para intervalos 

de exposição ao seco entre 2 e 10 horas. A mesma 'maturação da ROD' foi 

observada para Cx. quinquefasciatus, em ovos expostos ao seco por 5 horas. 

Embriões do gênero Anopheles avaliados neste trabalho mostraram 

dependência inicial exclusiva da formação da CS, uma vez que a viabilidade foi 

nula antes da formação desta matriz (Figuras 1 e 8). Entretanto, as duas 

espécies avaliadas mostraram diferenças no perfil de aquisição de resistência 

ao seco 'pós-CS': enquanto em embriões de An. aquasalis, a exemplo de Ae. 

aegypti, a recuperação da viabilidade foi equivalente para todos os períodos de 

exposição ao seco testados, a viabilidade de An. quadrimaculatus foi 

inversamente proporcional ao tempo de exposição ao seco. A CS de embriões 

de Cx. quinquefasciatus foi a que apresentou menor efeito sobre a resistência 

ao seco; baixos níveis de viabilidade foram observados mesmo depois de 

poucas horas de exposição após a formação desta matriz. Perfil semelhante foi 

encontrado por Vargas et al (2014) para esta espécie ao final da 

embriogênese. 

A quitina é considerada um dos principais componentes do 

exoesqueleto dos insetos e está presente também na matriz peritrófica de 

larvas e adultos e na CS dos ovos(Moussian et al 2005, Rezende et al 2008, 

Moussian 2010, Farnesi et al 2012, Merzendorfer 2012). Goltsev et al (2009) 

mostraram que há, na serosa, expressão de genes que codificam enzimas da 

via de biossíntese de quitina. Jacobs et al (2013) comprovaram a importância 

da quitina na resistência à dessecação dos ovos do besouro Tribolium 

castaneum: silenciamento por RNAi do gene chitin synthase1 reduziu a 

viabilidade quando os ovos eram expostos a condições de baixa umidade. Com 



79 
 

base nestas informações investigamos no presente trabalho a relação entre 

ROD e quitina. Nossos dados sugerem que o conteúdo de quitina das cascas 

de ovos é diretamente proporcional à intensidade de ROD. 

Em adição à quitina presente na CS, Jacobs et al (2013) também 

mostraram de forma inequívoca que outros fatores participam do processo de 

ROD em insetos: ovos silenciados para o fator de transcrição Zerknüllt1 (que 

não possuem serosa nem CS) são ainda mais sensíveis à dessecação do que 

os ovos silenciados especificamente para chitin synthase1 (que possuem 

serosa e também CS, embora sem quitina). Nesse contexto, optamos por 

investigar se haveria participação da melanização das cascas dos ovos no 

nível de ROD em mosquitos. 

É importante ressaltar que o escurecimento (melanização) 

progressivo do endocórion é observado logo depois que os ovos são postos. 

Em Ae. aegypti a melanização se completa entre 1,5 e 2 horas (Clements 

1992, Li e Li 2006, Rezende 2008). Aproximadamente ao mesmo tempo, 

ocorrem a esclerotização e o enrijecimento do endocórion (Beckel 1958, 

Christophers 1960, Rezende 2008). Li e Christensen (1993) apontam a 

importância da esclerotização e da melanização das cascas para a viabilidade 

dos embriões, ressaltando que caso tais processos não se completem dentro 

de 6-8 horas depois da postura, os ovos geralmente colapsam quando 

expostos a condições secas. 

Genes que codificam enzimas das vias de melanização e 

esclerotização, como tirosina hidroxilase e dopa decarboxilase, são expressos 

na serosa, durante a formação da CS de An. gambiae (Goltsev et al 2009). 

Com base nesses achados acreditamos que, além do endocórion, possa haver 

também esclerotização, ou melanização, da cutícula serosa. Nossa hipótese é 

que a maior fragilidade da CS de Cx. quinquefasciatus ao toque, bem como 

sua maior sensibilidade ao hipoclorito (dados não mostrados) podem ser a 

consequência de esclerotização menos intensa nesta espécie. Resta avaliar a 

expressão relativa de enzimas desta via metabólica nos vetores aqui 

apresentados. 

Inicialmente abordamos a potencial relação entre melanização e 

ROD comparativamente, utilizando Ae. aegypti, An. aquasalis e Cx. 

quinquefasciatus. Espécies com ovos mais melanizados apresentaram maior 
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ROD (Figuras 1, 4 e Suplementar 1, Vargas et al 2014). No entanto, estas 

foram evidências apenas circunstanciais. Por outro lado, o emprego de Ae. 

aegypti mutantes de melanização não é factível, pois são letais embrionários 

(Craig Jr e Hickey 1967). Evidência recente desta letalidade são os embriões 

inviáveis de Ae. aegypti silenciados para laccase 2, gene envolvido no 

processo de melanização (Wu et al 2013). No entanto, o mutante GORO (ver 

Métodos) de Anopheles quadrimaculatus tem a sua melanização afetada (BEI 

2014) e, ao contrário de Ae. aegypti, possui ovos viáveis. A existência da 

linhagem GORO permitiu avaliar diretamente a contribuição da melanização 

para a ROD. Primeiramente confirmamos que, na linhagem GORO, tanto o 

tempo de desenvolvimento embrionário quanto de síntese da CS e da relação 

entre CS e a aquisição de impermeabilidade são equivalentes à linhagem 

selvagem. Esses resultados configuraram GORO como uma valiosa ferramenta 

para testar a relação entre ROD e melanização, independente de outros 

processos intermediários da embriogênese. Verificamos que os ovos da 

linhagem GORO são muito mais sensíveis à exposição ao seco durante a 

embriogênese que os embriões selvagens, melanizados. 

O conjunto dos resultados apresentados demonstra que em ovos de 

mosquitos, utilizados aqui como modelos para insetos, a aquisição de 

resistência à dessecação não é uma característica exclusivamente relacionada 

com a formação da CS, sendo também estreitamente dependente da 

melanização. No entanto, ainda não é possível precisar se esta melanização 

ocorre apenas no córion, apenas na CS ou em ambas as estruturas. A 

melanização, que também pode ser um indicador de esclerotização, é requisito 

fundamental para o sucesso adaptativo de insetos. Além disso, a decodificação 

do processo de ROD em insetos pode ser relevante tanto para estudos de 

ecologia e evolução quanto para a busca de novos alvos para o controle de 

vetores e pragas. 
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3.4) Capítulo 4 

Este capítulo descreve resultados preliminares de microscopia 

eletrônica de transmissão em cascas de ovos de Aedes aegypti. 

Esta etapa da tese foi realizada no Laboratório de Embriologia de 

Vertebrados (LEV), do Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade Federal 

do Rio de Janeiro, em colaboração com a Dra. Alice Helena dos Reis Ribeiro. 
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Avaliação da ultraestrutura da casca do mosquito Aedes aegypti 

Ovos recém-postos de mosquitos são brancos, flexíveis e 

extremamente permeáveis. No início da embriogênese, seu revestimento é 

composto exclusivamente pelo córion, estrutura formada ainda no ovário da 

fêmea. O córion é composto por duas subcamadas: o exo e o endocórion 

(Clements 1992, Chapman 1998, Valle et al 1999, Monnerat et al 1999). O 

enrijecimento e o escurecimento dos ovos estão relacionados com a 

esclerotização e a melanização do endocórion, que ocorrem logo nas duas 

primeiras horas de desenvolvimento embrionário (Clements 1992, Li e Li 2006, 

Rezende 2008). Cerca de 10 horas depois, um grupo de células extra-

embrionárias, denominadas coletivamente 'serosa', envolve completamente o 

embrião. As células da serosa sintetizam a cutícula serosa (CS), que se 

localiza imediatamente abaixo do endocórion. A partir desse momento, 

consideramos que a casca de mosquitos é composta de três camadas, da mais 

externa para a mais interna, respectivamente: exocórion, endocórion e cutícula 

serosa. 

A formação da CS confere ao ovo resistência à dessecação, que 

permite a manutenção da viabilidade dos embriões em ambiente seco (Beckel 

1958, Rezende et al 2008, Vargas et al 2014). Diferentes culicídeos possuem 

distintos níveis de resistência à dessecação. Vargas et al (2014) descrevem 

que, ao final da embriogênese, ovos de Aedes aegypti, Anopheles aquasalis e 

Culex quinquefasciatus são viáveis sob condições secas por 72, 24 e 5 horas, 

respectivamente. 

Em adição à CS, acredita-se que outros fatores possam estar 

relacionados ao grau de resistência do ovo à dessecação (ROD), como por 

exemplo: presença de biomoléculas específicas, espessura do endocórion, 

grau de esclerotização e melanização do endocórion e mesmo da CS e a 

interação destas duas camadas (Beckel 1958, Harwood 1958, Rezende et al 

2008). No entanto, a esclerotização e a melanização tornam-se, muitas vezes, 

entraves ao estudo da estrutura da casca, e até da embriogênese de 

culicídeos, por dificultar a realização de cortes histológicos e a visualização do 

interior dos ovos. A despeito disto, Monnerat et al (1999) obtiveram cortes 

longitudinais de ovos inteiros de An. albitarsis, o que permitiu a visualização da 

ultraestrutura do córion. Para tal, foi necessário utilizar benserazida, um inibidor 
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dos processos de esclerotização e melanização, em ovos que haviam sido 

postos há apenas 90 minutos, ou seja, antes da finalização do processo de 

enrijecimento da casca. Posteriormente, Rezende (2008) verificou que, de fato, 

a 28° C, a rigidez máxima da casca dos ovos de Ae. aegypti é atingida 3 horas 

e 20 minutos depois da postura, muito antes do surgimento da 

impermeabilização acarretada pela CS. 

A estratégia diferencial aqui empregada foi a utilização de apenas 

cascas de ovos, rompidas, depois da eclosão das larvas. Se por um lado, a 

presença da CS e a rigidez máxima do endocórion são dificultadores potenciais 

ao processo, por outro lado, com o acesso dos reagentes químicos às faces 

interna e externa, a impregnação de toda a casca seria mais efetiva, o que 

poderia facilitar a preparação do material e a obtenção dos cortes. 

Com essa abordagem, pretendemos investigar, através de 

microscopia eletrônica de transmissão (MET), a ultraestrutura da casca dos 

ovos de Ae. aegypti, An. aquasalis e Cx. quinquefasciatus. Esses experimentos 

são realizados com o intuito de avaliar se a estrutura e a espessura da casca 

destas espécies têm relação com os diferentes níveis de ROD. Até agora, 

temos resultados referentes a Ae. aegypti. 

Foi utilizado o protocolo descrito por Monnerat et al (1999) com 

pequenas alterações. O exocórion foi retirado com hipoclorito de sódio 

contendo 5-6% de cloro ativo por 1 minuto, quando os ovos tinham completado 

cerca de 95% do desenvolvimento embrionário. Depois da eclosão das larvas, 

cascas de cerca de 20 ovos foram coletadas, pré-fixadas em glutaraldeído 

2,5% em tampão cacodilato de sódio 0,1M, pH 7,2 e formaldeído 4% durante a 

noite. A pós-fixação foi realizada em solução de tetróxido de ósmio 1% em 

tampão cacodilato de sódio 0,1M, pH 7,2 por 1 hora, seguida de desidratação 

seriada, com passagens de 10 minutos em acetona nas concentrações de 25, 

50, 70, 90 e 100%. O material foi incluído em uma mistura de Resina Spurr e 

acetona, na proporção de 1:1 por 24 horas, seguido de inclusão em resina pura 

por mais 24 horas. Cortes ultrafinos de 60 a 70 nm foram obtidos em 

ultramicrótomo LKB, coletados em grades de cobre (300 mesh) e contrastados 

com acetato de uranila aquoso (2%) para posterior observação em microscópio 

eletrônico de transmissão (Zeiss 900), operado em 80 kv. Foram obtidas 

imagens digitais com 1024 x 1024 de resolução través do software iTEM. 
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A Figura mostra cortes de cascas de ovos de Ae. aegypti, onde são 

observados o endocórion e a cutícula serosa. O endocórion não é homogêneo, 

evidenciando dois estratos, sendo o externo mais delgado e elétron-denso. A 

face externa do endocórion exibe ondulações, corroborando microscopia 

eletrônica de varredura da superfície do endocórion desta espécie (Figura 4 do 

Capítulo 2 dos Resultados). Em anofelinos, não foram notadas ondulações 

proeminentes como as observadas no endocórion de Ae. aegypti (Monnerat et 

al 1999, Valle et al 1999, Figura 4 do Capítulo 2). A Figura também mostra que, 

em nossas condições, o endocórion de Ae. aegypti mede aproximadamente 2,5 

µm de espessura, cerca de duas a quatro vezes mais que o de An. albitarsis, 

que tem de 0,6 a 1,2 µm (Monnerat et al 1999). 

 

1 μm2 μmA B

*

*

En

CS

 

Figura: Ultraestrutura de cascas de ovos de Ae. aegypti. Cortes longitudinais de 
cascas fixadas foram avaliadas por microscopia eletrônica de transmissão (A, B). 
Tanto o endocórion (En) quanto a cutícula serosa (CS) apresentam estratos 
diferenciados. (*): espaço vazio produzido como artefato de preparação das amostras. 

 

A cutícula serosa é interna ao endocórion, e contém estratos de 

elétron-densidade diferenciada. Nesta camada é a face interna que apresenta 

as ondulações mais evidentes. Duas camadas da CS são descritas em 

Orthoptera, uma externa, mais delgada, denominada 'cutícula amarela' e, 

internamente, a 'cutícula branca'. Quitina está presente na cutícula branca e 

sugeriu-se que a cutícula amarela possua lipídios (Slifer 1937, 1948). Assim 

como apontado para Orthoptera, Goltsev et al (2009) sugerem a participação 

de lipídios na CS do mosquito An. gambiae. A camada lipídica da cutícula 

serosa de insetos estaria envolvida com a impermeabilização. Acreditamos que 

a camada mais espessa e elétron-densa observada na CS de Ae. aegypti 
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poderia então ser composta por lipídeos. Atribuímos a lacuna observada entre 

o endocórion e CS a algum artefato durante a preparação. 

Este experimento será repetido com Ae. aegypti e realizado também 

com An. aquasalis e Cx. quinquefasciatus. Os resultados serão avaliados 

comparativamente no contexto do fenômeno da resistência dos ovos à 

dessecação. 
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4) DISCUSSÃO GERAL E PERSPECTIVAS 

 

A fase de ovo é a única do ciclo de vida dos mosquitos na qual a 

dispersão ativa não é possível. A despeito dos culicídeos vetores serem objeto 

de estudo em diversas áreas de pesquisa, e do potencial relevante desta fase 

como alvo de controle, pouco foco é direcionado nesse sentido (Beament 1989, 

Monnerat et al 1999). 

Em relação à embriogênese, de maneira geral, para culicídeos, 

embora muitos esforços tenham sido investidos entre as décadas de 1940 e 

1970 (Woodhill 1948, Telford 1957, Beckel 1958, Harwood 1958, Rosay 1959, 

Christophers 1960, Judson e Hokama 1965, Trpis 1970, 1973, Raminani e 

Cupp 1975), até próximo dos anos 2000 muitas lacunas ainda estavam por 

preencher. Nesse sentido, importantes parâmetros fisiológicos da 

embriogênese de espécies vetoras, descritas como de importância médica há 

mais de 100 anos (Consoli e Lourenço-de-Oliveira 1994), foram recentemente 

abordados (Farnesi et al 2009, Vargas et al, 2014). 

 

No presente trabalho, o desenvolvimento embrionário dos mosquitos 

é abordado sob uma dupla perspectiva: ampliar os conhecimentos relativos à 

biologia do desenvolvimento e elucidar a fisiologia da aquisição de resistência 

dos ovos à dessecação (ROD). A decodificação desse processo chave, que 

permite aos embriões manter sua viabilidade diante das variações dos níveis 

ambientais de umidade relativa, pode ser importante também para o 

desenvolvimento de novas ferramentas de controle de vetores. Nesse sentido, 

vários aspectos da embriogênese de culicídeos foram abordados aqui, de 

forma comparativa. Inicialmente nosso objetivo foi estudar a generalidade da 

aquisição de ROD em espécies de mosquitos de importância médica de três 

diferentes gêneros, com nichos ecológicos e histórias de vida distintas 

(Reidenbach et al 2009). 

Primeiramente foram investigados os níveis de ROD e sua relação 

com a formação da cutícula serosa nas espécies Ae. aegypti, An. aquasalis e 

Cx. quinquefasciatus; os resultados estão no Item 3.1 (Vargas et al 2014). 

Como pré-requisito para análises comparativas, verificamos, de forma precisa, 
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o tempo necessário para o término do desenvolvimento embrionário de cada 

espécie. Esse conhecimento possibilitou avaliações posteriores, em nível de 

percentual do tempo de desenvolvimento total, tanto da cinética de aquisição 

de ROD, quanto do estágio morfológico dos embriões dos diferentes culicídeos 

ao adquirirem essa característica. É importante ressaltar que a análise do 

tempo gasto com a embriogênese pode gerar informações relevantes sobre 

estes culicídeos, relacionadas com seus nichos ecológicos, número de 

gerações em um dado período de tempo ou ainda competição interespecífica. 

Por exemplo, em situações em que espécies de imaturos coabitam a mesma 

coleção de água, aquela que eclode e se desenvolve mais rapidamente terá 

vantagem na utilização de recursos. Em adição aos aspectos intrínsecos de 

cada espécie, ocorre influência de componentes abióticos, como a 

temperatura, sobre o tempo de desenvolvimento embrionário de culicídeos. 

Todos os experimentos desta tese foram realizados a 25 °C, temperatura que 

não tem influência negativa sobre a viabilidade dos embriões: ao contrário, 

corresponde à maior taxa de viabilidade de ovos de Ae. aegypti (Farnesi et al 

2009). 

Confirmamos que, embora menos que Ae. aegypti, ovos de An. 

aquasalis e Cx. quinquefasciatus também desenvolvem algum grau de 

resistência à dessecação no decurso da embriogênese, como descrito por 

Martins (2002). A aquisição de resistência à dessecação (medida pela 

capacidade de se contrapor ao murchamento, depois de exposição ao seco por 

15 minutos, no primeiro terço da embriogênese) é concomitante com a 

formação da cutícula serosa, exatamente como ocorre para Ae. aegypti 

(Rezende et al 2008) e An. gambiae (Goltsev et al 2009). O estágio morfológico 

da embriogênese, no momento em que os ovos se tornam impermeáveis, 

também revela alguma variação entre as espécies. Finalmente, a relevância 

fisiológica da ROD foi avaliada depois de expor embriões tardios ao seco por 

diferentes períodos de tempo. As três espécies exibiram diferentes níveis de 

viabilidade: alto, para Ae. aegypti, médio para An. aquasalis e, para Cx. 

quinquefasciatus, baixo (Item 3.1). Vale lembrar que Ae. aegypti deposita seus 

ovos próximo às coleções de água parada que irão se tornar criadouros dos 

estágios imaturos, enquanto as outras espécies aqui avaliadas depositam ovos 

diretamente sobre a superfície da água (Christophers 1960, Consoli e 
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Lourenço-de-Oliveira 1994). Foi interessante notar que o mosquito anofelino 

apresenta nível intermediário de ROD apesar de ser a espécie 

filogeneticamente mais distante das outras e de, na natureza, depositar seus 

ovos em grandes coleções de água que, em geral, são duradouras (Sinka et al 

2010). Em contraposição, Cx. quinquefasciatus, a espécie com menor ROD, 

deposita seus ovos em criadouros que podem ser temporários (Consoli e 

Lourenço-de-Oliveira 1994). Há relato, para outra espécie do gênero 

Anopheles, de resistência branda dos ovos à dessecação, por até 10 dias em 

condições de baixa umidade (Shiliu et al 2004). Assim, a ROD intermediária 

característica dos anofelinos pode ter sido determinante para a conquista de 

ambientes com disponibilidade variável de água. 

O elevado nível de ROD que detectamos em Ae. aegypti corrobora a 

grande viabilidade de seus ovos em condições secas, por meses, até que 

ocorra inundação do criadouro, algumas vezes em estação chuvosa 

subsequente àquela da postura (Christophers 1960). Acreditamos que esta 

característica, de ROD elevada, também possa estar envolvida com a 

capacidade dos ovos de Ae. aegypti de suportar variações ambientais, o que 

teria impacto na epidemiologia e na distribuição dos parasitas que transmite, 

como dengue e chikungunya, atualmente em processo de disseminação no 

globo terrestre (Bhatt et al 2013, Vega-Rúa et al 2014). 

A constatação de que as espécies de culicídeos exibem distintos 

níveis de ROD estimulou investigações para entender a natureza de tais 

diferenças. Inicialmente questionamos se grandezas físicas dos ovos têm 

relação com o grau de ROD. Foram encontradas diferenças significativas de 

tamanho e de peso dos ovos entre as espécies, embora sem relação aparente 

com o nível de ROD, quando cada grandeza foi avaliada de forma isolada. Por 

exemplo, ovos de Ae. aegypti, com ROD mais elevada, são os que apresentam 

o maior volume entre as espécies avaliadas. Esses dados corroboram Sota e 

Mogi (1992) em relação aos culicídeos do gênero Aedes, segundo os quais 

ovos de maior volume são os mais resistentes ao seco. Entretanto não foi 

possível estabelecer uma correlação positiva entre volume dos ovos e nível de 

ROD para as outras espécies: ovos de Cx. quinquefasciatus são quase tão 

volumosos quanto os de Ae. aegypti e possuem a ROD mais baixa. Apesar 

disto, cálculo da densidade superficial das cascas (peso da casca / área do 
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ovo), sugere que ovos mais resistentes ao seco tendem a ter cascas com 

menor densidade (Item 3.3, Figura 3, eixo-x). 

Confirmamos também que há crescimento dos ovos ao longo do 

desenvolvimento embrionário, como descrito anteriormente por Gander (1951). 

A propósito, grandes diferenças foram encontradas quando avaliamos a 

expansão de área e volume dos ovos, maior em Cx. quinquefasciatus, seguida 

de An. aquasalis e Ae. aegypti, o oposto do que foi observado para os níveis de 

ROD. Ou seja, os dados obtidos pareciam sugerir correlação inversa entre 

níveis de expansão dos ovos e níveis de ROD: quanto maior a expansão, 

menor a ROD. No entanto, uma vez que as medidas de área e volume não 

foram feitas em momentos fisiologicamente equivalentes nas três espécies, 

não foi possível, ainda, confirmar esta aparente relação. 

De maneira geral, Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus se aproximam 

nas grandezas físicas avaliadas, de tamanho e volume, enquanto as maiores 

diferenças foram observadas em An. aquasalis. Em oposição, nas análises de 

ROD do Item 3.1, Ae. aegypti se aproximou mais de An. aquasalis em diversas 

características. Finalmente, análises de microscopia eletrônica de varredura 

revelaram, apenas em Ae. aegypti, ondulações na superfície do endocórion, 

cuja influência em sua forte resistência à dessecação resta investigar. 

Envolvimento de ROD com a cutícula serosa de insetos é conhecido. 

Por outro lado, a formação da CS, que possui quitina em sua composição, é 

independente dos eventos de escurecimento e enrijecimento da casca dos 

ovos, que ocorrem nas primeiras horas de desenvolvimento embrionário (Li e 

Christensen 1993, Rezende 2008, Rezende et al 2008, Goltsev et al 2009, 

Jacobs et al 2013). No entanto, o elevado nível de expressão, na serosa de 

ovos de An. gambiae, de alguns genes relacionados com a melanização e 

esclerotização, indicam a possibilidade do envolvimento desses processos com 

a ROD (Goltsev et al 2009). Adicionalmente, destacam-se também estudos 

com insetos em diferentes estágios do ciclo de vida, imaturos e adultos, que 

apontam para a relação entre melanização e resistência à aridez (Kalmus 

1941, True 2003, Wittkopp e Beldade 2009). Tendo em vista este cenário, 

investigamos se o conteúdo de quitina e o grau de melanização das cascas dos 

ovos de culicídeos teriam relação com a ROD. Considerando que ao final do 

desenvolvimento existem duas cutículas envolvendo os embriões tardios, a da 
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serosa e a da larva farata, tomamos o cuidado de desacoplar a interferência 

potencial que a cutícula larval poderia exercer sobre nossas avaliações de 

ROD. Nesse sentido, diferente do Item 3.1, todas as análises de exposição dos 

ovos ao seco apresentadas no Item 3.3 foram realizadas durante a primeira 

metade da embriogênese. 

Investigamos a viabilidade de embriões expostos ao seco antes e 

após a formação da CS. Em todos os casos e de maneira geral a viabilidade foi 

menor quando os embriões foram expostos antes da formação da CS, 

corroborando o que foi descrito por Rezende et al (2008) para Ae. aegypti e por 

Goltsev et al (2009) para An. gambiae. É interessante comparar a ROD medida 

pela viabilidade dos ovos expostos ao seco até a primeira metade (Item 3.3) ou 

ao fim da embriogênese (Item 3.1). Não há, em nenhuma espécie, aumento na 

viabilidade entre a metade da embriogênese e seu final. Ou seja, a ROD está 

relacionada exclusivamente com a estrutura e com os componentes da casca 

formados até aquele momento. A formação da cutícula da larva ou de 

quaisquer outros componentes larvais (metabólitos, por exemplo) não conferem 

ROD adicional. 

Observamos que ovos mais melanizados são também os que mais 

resistem ao seco, ou seja, que apresentam ROD mais elevada. O mutante de 

An. quadrimaculatus GORO, de coloração dourada em todas as fases do 

desenvolvimento, gerado há décadas (BEI 2014) e que praticamente ainda não 

havia sido investigado, possibilitou avaliar diretamente a interferência do grau 

de melanização na ROD. Esta ideia de investigar a influência da melanização 

na permeabilidade dos ovos surgiu há cerca de 15 anos atrás, fruto de 

colaboração entre a Dra Denise Valle e o Dr Peter Mazur, este da University of 

Tennessee, EUA. Os experimentos iniciais com An. quadrimaculatus já 

sugeriam que o mutante 'Golden Cuticle' era mais permeável que a linhagem 

selvagem. Além destes, os experimentos de transcriptoma realizados pelo Dr 

Gustavo Rezende, em colaboração com o Dr Michael Levine, da University of 

Califórnia, Berkeley, EUA, apontavam para a participação de genes 

relacionados com a melanização no momento de síntese da cutícula serosa de 

An. gambiae. Este conjunto de evidências indicava a necessidade de trabalhar 

com An. quadrimaculatus, em especial com o mutante dourado. Uma vez que 

tal espécie não pode ser manipulada em nosso país, esta etapa do trabalho foi 
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realizada no laboratório do Dr Phillip Lounibos, no Florida Medical Entomology 

Laboratory, University of Florida, EUA. 

Embriões GORO exibem resistência ao seco quando expostos por 

15 minutos depois da formação da CS. No entanto, quando este intervalo é 

superior a 2 horas, embriões GORO são muito mais sensíveis que embriões 

selvagens. Estes resultados demonstraram relação estreita entre o processo de 

melanização da casca dos ovos e a ROD de insetos, para longos períodos. Por 

outro lado, resistência dos ovos GORO ao seco por 15 minutos mostra que 

componentes da cutícula serosa são suficientes para protegê-los neste curto 

período de exposição. Nossa hipótese é que quitina e cera, depositadas na 

cutícula serosa desde o início de sua formação, sejam alguns destes 

componentes. Conjugando os resultados obtidos com Ae. aegypti, An. 

aquasalis e Cx. quinquefasciatus com as evidências diretas encontradas com o 

mutante GORO, estamos convencidos de que a melanização da casca é 

requisito fundamental para o sucesso adaptativo de culicídeos que realizam 

algum tipo de dormência embrionária. Este é o caso da quiescência em Ae. 

aegypti e da diapausa em Ae. albopictus (Denlinger e Armbruster 2014), ambos 

com cascas muito melanizadas. 

Nossos resultados indicam que a aquisição de ROD nos culicídeos é 

um processo de fato multifatorial. Com o intuito de esgotar as abordagens de 

análise, iniciamos ensaios para investigar se há relação entre ROD e a 

ultraestrutura das cascas dos ovos das diferentes espécies. Essas análises até 

o momento foram realizadas apenas com Ae. aegypti. 

Ainda existem lacunas relacionadas à ROD, por exemplo, a 

investigação do papel dos lipídios. Vale lembrar que Goltsev et al (2009) 

identificaram que uma enzima importante para a síntese de ceras é expressa 

na serosa de An. gambiae no momento em que a CS é secretada. Essa 

descoberta é coerente quando comparada à composição conhecida da CS em 

outros insetos. No ortóptero Melanoplus differentialis sugeriu-se que uma 

camada lipídica externa e fina faz parte da CS (Slifer 1937, 1948). Uma 

camada de cera é depositada ao redor dos embriões do hemíptero Rhodnius 

prolixus depois da formação da serosa, aumentando-lhes a resistência à 

dessecação (Beament 1989). Também foi sugerido que uma camada de cera 

da CS seria fator importante para a resistência à dessecação de embriões de 
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espécies do gênero Aedes (Beckel 1958, Clements 1992). Tal camada de cera 

ainda não foi identificada em mosquitos. Nosso grupo atualmente trabalha na 

investigação de componentes lipídicos da casca, utilizando como modelo o 

besouro T. castaneum. 

Acreditamos que a investigação minuciosa da ROD, processo-chave 

para o sucesso adaptativo de muitos insetos, é pertinente tanto no âmbito da 

ecologia e evolução dos insetos, quanto na busca de novos alvos para o 

controle de vetores e pragas. 
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5) CONCLUSÕES 

 

1. O período de desenvolvimento embrionário varia entre as espécies Ae. 

aegypti, An. aquasalis, An. quadrimaculatus e Cx. quinquefasciatus. 

 

2. Ovos de mosquitos de todas as espécies avaliadas adquirem resistência à 

dessecação no primeiro terço da embriogênese, devido à formação da 

matriz extracelular denominada cutícula serosa (CS). 

 

3. O surgimento da CS ocorre durante a extensão da banda germinal em 

embriões de Ae. aegypti, An. aquasalis e An. quadrimaculatus e um pouco 

mais tardiamente (retração da banda germinal) em embriões de Cx. 

quinquefasciatus. 

 

4. A ROD adquirida na primeira metade do desenvolvimento embrionário, 

relacionada à formação da CS, não é aumentada ao final do 

desenvolvimento pela formação da cutícula da larva. 

 

5. A exemplo de Ae. aegypti, a CS de An. aquasalis e Cx. quinquefasciatus 

possui quitina. 

 

6. Há tendência de correlação direta entre a quantidade de quitina nas cascas 

dos ovos e o nível de resistência dos ovos à dessecação (ROD). 

 

7. Peso, comprimento, largura, área e volume dos ovos de culicídeos variam 

significativamente entre as espécies. Entretanto, quando avaliadas 

individualmente, não mostram correlação com os distintos níveis de ROD 

observados. 

 

8. Ondulações foram observadas em toda a superfície do endocórion de Ae. 

aegypti, mas não em An. aquasalis e Cx. quinquefasciatus. 
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9. O grau de melanização da casca de ovos de mosquitos é relevante para o 

nível de ROD em culicídeos. Ovos mais melanizados resistem mais ao 

seco. 
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