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RESUMO 

ANÁLISE DA EXPRESSÃO PROTÉICA E DE PEPTIDASES EM FORMAS PRÉ-
IMAGINAIS E IMAGOS DE Aedes aegypti e Aedes albopictus 

 
Leonardo Saboia Vahia Matilde 

 
Orientadores: Jose Batista de Jesus 

 
 

Os mosquitos Aedes albopictus (Skuse, 1894) e Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) 

apresentam significativa importância epidemiológica dentro da família Culicidae por serem 

os principais vetores da febre amarela e dos quatro sorotipos do vírus da dengue. As 

peptidases ou proteases são enzimas que clivam ligações peptídicas. No sistema digestivo 

de invertebrados as peptidases, especificamente aquelas da classe das serino-peptidases, 

são abundantes e participam de vários processos fisiológicos, desempenhando um papel 

principal na hidrólise de proteínas destinadas à nutrição. Estas enzimas podem apresentar 

características espécie-específicas e essas diferenças são respostas adaptativas a diferentes 

estilos de vida, ambientes e habilidade de sobrevivência entre as espécies. Neste trabalho 

descreve-se a caracterização das atividades proteolíticas detectadas em extratos totais das 

formas pré-imaginais de A. aegypti e A. albopictus por enzimografia em uma dimensão. A 

estabilidade da expressão de peptidases nessas espécies foi avaliada pela comparação do 

perfil proteolítico de formas larvais obtidas de ovos de insetos recém coletados no 

ambiente com ovos de insetos mantidos em colônia por longo período. Foram também 

comparados os perfis proteolíticos das pupas com seus respectivos imagos, bem como a 

estabilidade térmica das peptidases detectadas. Observaram-se complexos perfis de serino-

peptidases do tipo tripsina em ambas as espécies vetoras. Contudo esses perfis apresentam 

diferenças espécie-específicas e também diferenças entre os distintos estágios evolutivos 

dentro de uma mesma espécie. Também, neste trabalho, descreve-se a caracterização das 

atividades proteolíticas detectadas no intestino médio de fêmeas de A. albopictus 

alimentadas com açúcar bem como o primeiro mapa proteô 

mico e a identificação de peptidases por eletroforese bi-dimensional e espectrometria de 

massas neste órgão. São discutidas aqui as estratégias usadas para analisar as peptidases 

expressas nesse tecido. As proteínas expressas no intestino médio de A. albopictus foram 

identificadas por similaridade com as sequencias de genoma de A. aegypti e distintas 

ferramentas bioinformáticas foram usadas para obter informação funcional de muitas 

dessas sequencias que estão pobremente anotadas. Foram identificadas 59 proteínas entre 
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as quais três serino-peptidases, e dessas, duas do tipo tripsina e uma quimiotripsina. Os 

resultados obtidos nos permitiram atribuir de maneira confiável um local de expressão para 

os genes de tripsina, tripsina alfa e quimotripsina. Em outras palavras, podemos afirmar 

que os genes acima mencionados se expressam no intestino médio de fêmeas adultas de A. 

albopictus alimentadas com açúcar. Este achado representa um pequeno, mas importante 

passo, para a atribuição funcional, ao nível de proteína, de genes codificantes para serino-

peptidases do tipo tripsina e quimiotripsina no gênero Aedes. 

 

 

Palavras-chave: Aedes aegypti, Aedes albopictus, peptidases, enzimografia, serina 

proteases do tipo tripsina, análise proteômica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rio de Janeiro,  

Setembro 2013 

 vi



Resumo 

 vii

 



Abstract 

ABSTRACT 

ANALYSIS OF PROTEIN EXPRESSION AND PEPTIDASES IN PRE-IMAGINAL 
FORMS AND ADULTS OF Aedes aegypti AND Aedes albopictus 

 
Leonardo Saboia Vahia Matilde 

 
Orientadores: Jose Batista de Jesus 

 
 

The mosquitoes Aedes albopictus (Skuse, 1894) and Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) have 

significant epidemiological importance within the family Culicidae because they are the 

main vectors of the yellow fever virus and the four serotypes of Dengue virus. Peptidases 

or proteases are enzymes that hydrolyze peptide bonds. In the digestive system of 

invertebrates, the peptidases, specifically those from the class of serine peptidases, are 

abundant and participate in various physiological processes, playing a major role in the 

hydrolysis of proteins destined to nutrition. These enzymes may have species-specific 

characteristics, and such differences reflect adaptive responses to different lifestyles and 

environments. In this work we describe the characterization, using zymography, of the 

proteolytic activities detected in total extracts of larval forms of A. aegypti and A. 

albopictus. The stability of expression of peptidases in these species was evaluated by 

comparing the proteolytic profile of larval forms obtained from eggs of newly collected 

insects to that from eggs of insect kept in colony for a long period. We also compared the 

proteolytic profiles of pupae as well as the thermal stability of the peptidases detected. 

Complex profiles of trypsin-like serine peptidases were observed in both species. 

However, these profiles differ between species and also differences between the different 

evolutionary stages were detected within the same species. Also, in this work, we describe 

the characterization of the proteolytic activities detected in the midgut of A. albopictus 

females fed on sugar as well as the first proteome map and proteomic identification of 

peptidases in this organ, using two-dimensional electrophoresis and mass spectrometry. 

The strategies used to analyze the proteases expressed in this tissue are discussed here. The 

proteins expressed in the midgut of A. albopictus were identified by similarity with the 

genome sequences of A. aegypti and various bioinformatic tools were used to obtain 

functional information for many of these sequences that are poorly annotated. We 

identified 59 proteins including three serine peptidases, and among these, two types of 

trypsin-like and one chymotrypsin. The results obtained here allowed us to reliably assign 
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a localization for the expression of trypsin, trypsin-alpha and chymotrypsin genes. In other 

words, we can say that the above mentioned genes are expressed in the midgut of adult 

females of A. albopictus fed with sugar. This finding represents a small but important step 

for the functional assignment, at the protein level, of the genes coding for trypsin-like and 

chymotrypsin serine peptidases of the Aedes genus. 

 

 

Keywords: Aedes aegypti, Aedes albopictus, peptidases, zymography, trypsin-like serine 

peptidases, proteomics 
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Introdução 

1 – INTRODUÇÃO 
 

1.1 - Taxonomia, biologia e epidemiologia 

Os mosquitos Aedes albopictus (Skuse, 1894) e Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) 

pertencem ao filo Arthropoda, classe Hexápode, ordem Díptera, família Culicidae, gênero 

Aedes e sub-gênero Stegomyia (Theobald, 1901), o qual agrupa insetos adultos com 

características particulares, como a presença de faixas branco-prateadas no tórax 

enegrecido e pernas de aspecto listrado.  

 

1.1.1 - Aedes aegypti 

É considerada a primeira espécie em importância epidemiológica dentro da família 

Culicidae, por ser o principal vetor da febre amarela urbana e dos quatro sorotipos do vírus 

da dengue (WHO, 1997). Embora oriundo do Velho Mundo, provavelmente das florestas 

da região etiópica, na África, o A. aegypti acompanhou o homem em navios negreiros e 

embarcações comerciais dispersando-se pelo mundo entre os séculos XVIII e XIX (Smith, 

1956; Gubler, 2002). Foi introduzido no Brasil durante o período colonial e, devido à sua 

importância como vetor da febre amarela, foi intensamente combatido e considerado 

erradicado em 1955. No entanto, países vizinhos como as Guianas e a Venezuela e outros 

países americanos como os Estados Unidos e Cuba não erradicaram o mosquito. Este 

descuido, que culminou com o fim do programa de erradicação em 1970, impediu a 

eliminação do A. aegypti nestes países e acarretou na re-invasão do Brasil (Figura 1) 

(CDC, 2009; Consoli & Lourenço-de-Oliveira, 1994). Hoje esse inseto ocupa quase a 

totalidade do pais (Figura 2). 
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2002  1970  

Figura 1: Distribuição de Aedes aegypti nas Américas em 1970, ano em que o programa de erradicação do 

mosquito foi finalizado, e em 2002. Em vermelho: áreas onde o mosquito estava presente em 1970 e em 

2002. Adaptado de: (http://www.cdc.gov/ncidod/dvbid/dengue/map-ae-aegypti-distribution.htm)  

 

 

Figura 2. Mapa dos municípios que registraram a presença de A. aegypti no período de janeiro de 1997 a 

dezembro de 2008, segundo dados do Sistema de Informação em febre Amarela e Dengue/ FUNASA. 
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Introdução 

Atualmente, A. aegypti é considerado um mosquito cosmopolita, ocorrendo nas 

regiões tropicais e subtropicais, compreendidas principalmente entre as latitudes 35 °N e 

35 °S dentro das zonas isotermais de 10 °C. Embora o A. aegypti possa ser encontrado na 

latitude de 45 °N, estas invasões ocorrem apenas durante os períodos mais quentes do ano, 

sendo que os mosquitos invasores não sobrevivem ao inverno. A distribuição do A. aegypti 

também é limitada pela altitude. Geralmente, o mosquito não vive acima dos 1.000m, 

embora tenha sido encontrado a 2.121m na Índia e a 2.200m na Colômbia, locais onde a 

média da temperatura anual é de aproximadamente 17 °C (WHO, 1997). A 

descontinuidade observada na distribuição geográfica da espécie pode ser atribuída à sua 

disseminação passiva pelo ser humano, sendo encontrada nos locais para onde o homem a 

levou e onde havia condições favoráveis ao seu desenvolvimento (Consoli & Lourenço-de-

Oliveira, 1994). 

 

 O mosquito A. aegypti é holometábolo, apresentando metamorfose completa em seu 

ciclo evolutivo. Deste modo, o inseto passa por uma fase de ovo, por quatro estágios 

larvais e por uma fase pupal até atingir a forma adulta (Figuras 3 e 4). Enquanto as fases 

larvais e a pupa vivem em ambiente aquático, o adulto é terrestre. Este fator beneficia a 

espécie impedindo que haja competição entre as formas imaturas e adultas, uma vez que 

elas possuem nichos e fontes de nutrição diferentes. 
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Ovos

L1, L2, L3, L4 Pupa Emersão do adulto

(a) Fêmea e (b) macho adultos

(a) (b)

 

 

Figura 3. Ciclo evolutivo de A. aegypti. Fotos gentilmente cedidas por Genilton Vieira, Laboratório de 

Imagens, IOC-FIOCRUZ. 

 

 

As fêmeas de A. aegypti podem dispersar-se através do vôo para encontrar 

parceiros, alimento ou locais de oviposição. Na busca pelo hospedeiro a dispersão é um 

fator de importância epidemiológica, pois neste processo a fêmea adquire e dissemina 

patógenos. A dispersão para a oviposição também é relevante para a propagação de 

doenças, uma vez que as fêmeas de A. aegypti depositam seus ovos em vários criadouros 

dentro de um mesmo ciclo gonotrófico (Reiter et al., 1995; Honório et al., 2003). Em áreas 

urbanas a atividade de oviposição em um único ciclo gonotrófico pode durar vários dias e 

cobrir uma área de pelo menos 840 metros de diâmetro (Reiter et al., 1995). 
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Ovo

Larva de 1°instar

Larva de 2°instar

Larva de 3°instar

Larva de 4°instar

Pupa

Adulto  ♀ ou ♂

1ª muda larval

2ª muda larval

3ª muda larval

4ª muda larval

Muda pupal

Eclosão

Hormônio 
juvenil

 

 

Figura 4. Esquema do ciclo de vida do mosquito A. aegypti demonstrando as mudas larvais e pupal e a 

influência do hormônio juvenil sobre as mesmas. (Adaptado de Forratini, 1965). 

 

Em relação ao acasalamento, o mosquito A. aegypti é considerado estenógamo 

devido à sua capacidade de acasalar em pequenos espaços pousados sobre uma superfície 

ou durante o vôo. Outras espécies são eurígamas, ou seja, necessitam formar enxames para 

acasalar, o que depende do estado fisiológico dos mosquitos, da intensidade luminosa, da 

presença de correntes de ar e de pontos referenciais como postes e arbustos (Consoli & 

Lourenço-de-Oliveira, 1994). 

 

 Após a cópula, os espermatozóides são armazenados nas espermatecas e utilizados 

pouco a pouco para fecundar os ovócitos. Neste período as fêmeas intensificam a 

voracidade pela hematofagia, ingerindo sangue para completar a maturação dos ovócitos 

nos ovários. Normalmente, três dias após a ingestão de sangue as fêmeas já estão grávidas, 

passando então a procurar locais para as desovas. (Consoli & Lourenço-de-Oliveira, 1994). 
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 A ovogênese em mosquitos é um processo limitado de acordo com a alimentação, 

prosseguindo apenas quando os nutrientes estão suficientemente disponíveis (Barillas-

Mury et al., 1991; Noriega et al., 2001). As diferentes espécies de mosquitos apresentam 

variações na necessidade de ingestão de sangue para a iniciação e a manutenção do 

desenvolvimento dos ovócitos. As fêmeas de mosquitos capazes de completar a primeira 

ovogênese sem ingerir sangue são denominadas autógenas. A autogenia pode ser 

obrigatória ou facultativa dependendo da espécie e das condições em que ela se encontra. 

Mosquitos que precisam ingerir sangue para completar tanto a primeira quanto as desovas 

subsequentes são considerados anautógenos (Attardo et al., 2005; Telang et al., 2005). 

 

 O mosquito Ochlerotatus atropalpus (Coquillet, 1902) é autógeno obrigatório, não 

necessitando de sangue para completar sua primeira ovogênese, utilizando reservas 

acumuladas nos estágios larvais e alimentando-se apenas após a postura de seu primeiro 

lote de ovos. Outros mosquitos, como o Ochlerotatus taeniorhynchus (Wiedemann, 1821), 

são autógenos facultativos, ou seja, alimentam-se de sangue quando têm oportunidade, mas 

podem completar a primeira ovogênese mesmo se não houver disponibilidade de sangue 

(Attardo et al., 2005). 

 

Geralmente, as fêmeas de A. aegypti são anautógenas obrigatórias, necessitando de 

sangue para completar a maturação de seus ovócitos. (Noriega et al., 2001; Attardo et al., 

2005; Telang et al., 2005). Contudo, uma corrente autógena foi identificada na África em 

um ambiente silvestre, onde os seres humanos não estão presentes em grande quantidade. 

Neste caso, a autogenia possivelmente atua como um mecanismo de preservação de 

espécies hematófagas quando o hospedeiro está indisponível. A capacidade vetorial de 

populações autógenas de A. aegypti para a transmissão de patógenos é substancialmente 

menor do que a de populações anautógenas, devido à ausência de repasto sanguíneo para a 

primeira ovogênese e à menor sobrevivência das fêmeas (Trpis, 1977). 

 

 Apenas as fêmeas do mosquito A. aegypti são hematófagas, alimentando-se 

preferencialmente durante o dia, com picos de atividade situados no amanhecer e pouco 

antes do crepúsculo. O hábito diurno também é observado nos machos fitófagos que 

seguem as fêmeas em seus abrigos para efetuarem a cópula (Consoli & Lourenço-de-

Oliveira, 1994). 
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 O hormônio juvenil, que controla a metamorfose em insetos imaturos e a 

reprodução em adultos, é sintetizado e liberado pela corpora alata assim que a fêmea 

emerge, induzindo ao crescimento pré-vitelogênico dos ovócitos (Gwadz et al., 1973). As 

condições nutricionais que as fêmeas de A. aegypti experimentam durante os estágios 

larvais definem o tamanho de seus corpos quando adultas e constituem reservas que serão 

utilizadas no período pré-vitelogênico (Briegel, 1990). Assim que a fase pré-vitelogênica 

termina, a ovogênese é interrompida até que a fêmea obtenha sangue. A presença de 

sangue no intestino do inseto inicia uma cascata endócrina que resulta na maturação dos 

ovócitos, na fecundação e na oviposição (Telang et al., 2005). 

 

 Por ser uma espécie endofílica, permanecendo no interior ou nas imediações de 

habitações mesmo enquanto digere o sangue, o A. aegypti alimenta-se, na maior parte das 

vezes, de sangue humano. No entanto, pode atacar outros animais caso eles estejam 

próximos aos seus criadouros e abrigos. As fêmeas da espécie voam baixo, até um metro 

de altura do chão, atacando o homem principalmente nos pés, na parte inferior das pernas e 

orientando-se em parte pela liberação de ácido láctico, CO2 e vapores de água presentes no 

suor. A temperatura corporal também é um importante fator de atração que, somado aos 

demais citados, auxiliam o vetor hematófago na localização de sua vítima (Lourenço-de-

Oliveira, 2006). Quando submetidas à escuridão total sob condições experimentais, as 

fêmeas de A. aegypti interrompem completamente as atividades de busca pela fonte 

sanguínea, sugerindo que a informação visual também desempenha um importante papel 

no comportamento do mosquito, regulando os horários de repouso e alimentação (Kawada 

et al., 2005). 

 

 Após a maturação dos ovócitos e a cópula, a fêmea de A. aegypti realiza a postura 

preferencialmente em recipientes artificiais, tanto os abandonados pelo homem a céu 

aberto e preenchidos com a água das chuvas, como aqueles que armazenam água para uso 

doméstico. No primeiro caso, esses criadouros são representados principalmente por pneus, 

latas, vidros, cacos de garrafas, pratos de vasos, calhas entupidas e vasos de cemitério. No 

segundo caso é comum encontrar ovos do mosquito em caixas d’água, tonéis, latões, 

cisternas, bebedouros de animais, lagos artificiais, piscinas e aquários (Forratini, 1965; 

Consoli & Lourenço-de-Oliveira, 1994; Souza-Santos, 1999; Honório & Lourenço-de-
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Oliveira, 2001). Dentre os criadouros artificiais os pneus merecem atenção especial da 

vigilância epidemiológica por apresentarem criação relevante de A. aegypti. Esses 

depósitos conseguem armazenar grande quantidade de água, proporcionam baixa 

evaporação e são importantes artigos de comércio nacional e internacional (Souza-Santos, 

1999). 

 

 Tanto no Brasil quanto em outros países americanos o A. aegypti tem sido 

observado em recipientes naturais como bromélias, buracos em árvores e escavações em 

rocha, bambu e solo. No entanto, tais encontros são muito raros em comparação com os 

criadouros artificiais. Em todos os criadouros citados há proliferação de A. aegypti quando 

a água, acumulada em locais sombreados e dentro de recipientes escuros, contém 

moderada concentração de sais e matéria orgânica em decomposição. (Consoli & 

Lourenço-de-Oliveira, 1994; Souza-Santos, 1999). 

 

 Os ovos, que são escuros e medem aproximadamente 1 mm de comprimento, são 

depositados pelas fêmeas do A. aegypti nas paredes internas dos criadouros, próximos à 

superfície d’água. Em condições favoráveis de umidade e temperatura o desenvolvimento 

do embrião é concluído em 48 horas. O contato com a água parece ser o principal estímulo 

para a saída da larva, contudo, outros fatores como certa agitação do meio e presença de 

matéria orgânica também atuam como influências estimulantes (Forratini, 1962). 

 

 Se após o amadurecimento, que resulta na formação da primeira larva, as condições 

do ambiente forem desfavoráveis devido à dessecação e baixas temperaturas, essa forma 

imatura pode entrar em diapausa dentro do ovo, ou seja, permanecer em estado de 

quiescência que pode durar de seis meses a mais de um ano (Forratini, 1962). No espaço 

de três meses quase todos os ovos sobrevivem sem contato com a água e a partir deste 

ponto a taxa de eclosão cai, sobretudo em climas secos (Consoli & Lourenço-de-Oliveira, 

1994).  

 

 Do ovo à forma adulta, o ciclo de vida do A. aegypti varia de acordo com alguns 

fatores tais como: condições climáticas, disponibilidade de alimentos e quantidade de 

larvas existentes no mesmo criadouro, uma vez que a competição entre as larvas por 

alimento consiste em um obstáculo ao amadurecimento do inseto para a fase adulta. Nas 
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condições típicas do Rio de Janeiro, esse processo geralmente leva um período de oito a 

doze dias. A duração dos diferentes estágios larvais não é a mesma: o segundo e o terceiro 

são mais breves do que o primeiro, e o quarto é o período mais longo, pois é nesta última 

fase que ocorrem as transformações tissulares destinadas à formação do novo adulto 

(Forratini, 1962). 

 

 Embora aquáticas, as larvas de A. aegypti respiram o oxigênio do ar, necessitando 

para isso chegar até a superfície da água (Forratini, 1962; Consoli & Lourenço-de-Oliveira, 

1994). No entanto, quando estão completamente submersas, estas larvas realizam 

respiração cutânea, podendo sobreviver até 53 dias sem ir à superfície (Consoli & 

Lourenço-de-Oliveira, 1994). As larvas de insetos detritívoros, como o A. aegypti, ingerem 

grande volume de detritos continuamente, fazendo pausas apenas durante as ecdises. Além 

disso, apresentam grande quantidade de endopeptidases intestinais (Martin et al., 1980, 

1981; Sharma et al., 1984). Provavelmente isso se deve à necessidade de uma digestão 

eficiente das proteínas presentes em baixas concentrações no grande volume de detritos 

ingeridos e processados pelas larvas (Mahmood & Borovsky, 1993).  

 

 O estudo de elementos importantes para a nutrição das larvas de A. aegypti 

demonstrou que em meio livre de proteínas as larvas do mosquito não conseguem alcançar 

o segundo estágio de desenvolvimento. Taxas consideráveis de sobrevivência e 

crescimento foram observadas quando o meio foi acrescido de misturas de aminoácidos. 

No entanto, quando este meio foi privado de alguns aminoácidos, foi possível estabelecer 

que glicina, leucina, isoleucina, histidina, arginina, lisina, triptofano, treonina, fenilalanina 

e metionina são indispensáveis para o desenvolvimento das larvas do mosquito. Na 

ausência de qualquer um desses aminoácidos não foi possível observar crescimento larval 

(Golberg & De Meillon, 1948). Em meio livre de lipídios, por sua vez, o crescimento das 

larvas não se afastou da normalidade. Contudo, houve pouca produção de pupas e adultos, 

o que sugere a utilização de nutrientes desta natureza durante a metamorfose (Golberg & 

De Meillon, 1948). A ausência de carboidratos retarda o desenvolvimento larval. Dentre as 

vitaminas, parecem essenciais a biotina, colina, ácido nicotínico, ácido pantotênico, 

riboflavina, piridoxina e tiamina. O ácido fólico parece importante no processo de pupação 

(Consoli & Lourenço-de-Oliveira, 1994). 
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 O estágio pupal corresponde a um período de transição no qual ocorrem profundas 

transformações que acarretam na formação do inseto adulto e na mudança do habitat 

aquático pelo terrestre. Nos mosquitos em geral, a duração deste período é de cerca de dois 

dias, sob condições normais. As pupas não se alimentam, utilizando os nutrientes 

acumulados nos estágios larvais como fonte de energia durante a metamorfose. Em insetos 

holometábolos muitos tecidos larvais sofrem desintegração durante o estágio pupal, ao 

mesmo tempo novas estruturas, inerentes ao inseto adulto, desenvolvem-se (Nakajima et 

al., 1997). As pupas tendem a permanecerem imóveis, captando oxigênio do ar através do 

contato entre as trompas respiratórias e a superfície líquida. No entanto, quando ocorrem 

distúrbios superficiais ou mudanças na iluminação da água, elas conseguem se deslocar 

para locais mais agradáveis através de uma movimentação limitada ao abdômen (Forratini, 

1962). 

 

1.1.2 - Aedes albopictus 

 

O A. albopictus é oriundo da Ásia, de onde provem a sua denominação "Tigre 

Asiático". Devido ao transporte passivo dos ovos e de larvas em recipientes artificiais, o 

inseto dispersou-se para outras regiões como o Continente Americano, África, Europa 

Meridional e algumas ilhas do Oceano Pacífico, como o Arquipélago do Havaí. 

Atualmente, a espécie está amplamente distribuída no Continente Americano, sendo 

observada, desde Chicago ao norte dos EUA, 41º55'N (Rigthor et al., 1987) até San 

Antonio, norte da Argentina, 23º03'S (Rossi 1999). Apesar do inseto poder se dispersar a 

partir de todas as suas formas evolutivas, a fase adulta é menos importante neste processo, 

visto que a grande maioria dos adultos permanece em área de aproximadamente 100 m, 

não obstante a capacidade de vôo de machos e fêmeas ser estimada em 225 e 525 m 

respectivamente (Estrada-Franco & Craig 1995). A distribuição atual do A. albopictus 

deve-se também ao fato desta espécie ser boa colonizadora, capaz de se adaptar a novos 

habitats com facilidade, principalmente ambientes perturbados tais como ferro velho, 

depósitos de pneus e recipientes descartados. A partir desses habitats, A. albopictus pode 

vir a ocupar áreas arborizadas próximas, e com o tempo, transformar-se em parte 

permanente da fauna local (Rai, 1986). A existência de ambientes modificados pelo 

homem não é essencial para a sobrevivência de A. albopictus já que ele é capaz de 

colonizar criadouros naturais, alimentando-se de néctar e sugando o sangue de animais 
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silvestres (Moore 1999). Entre os criadouros naturais usados por A. albopictus encontram-

se ocos de árvores, tocos de bambus, buracos em pedras e tanques de bromélias (Schreiber 

& Cuda 1994, Estrada-Franco & Craig 1995, Natal et al., 1997, Forattini et al., 1998). Na 

zona urbana, os sítios de oviposição preferenciais são pneus, latas, vidros, cacos de 

garrafas, cerâmicas, pratos sob vasos de xaxim, recipientes plásticos, vasos de cemitério, 

caixas d`água, tonéis, latões (Gilotra et al., 1967, O'meara et al., 1993, Estrada-Franco & 

Craig 1995). O criadouro ideal é escuro, sombreado e deve conter água limpa, com baixa 

concentração de sais e matéria orgânica em decomposição (Becnel et al., 1996). Quando 

comparado ao A aegypti, o A. albopictus tolera maior nível de poluição da água, sendo 

capaz de ovipôr em qualquer local onde haja acúmulo de água (Knudsen 1995). 

 

O primeiro registro de populações de A. albopictus estabelecidas no Continente 

Americano data de 1985 (Sprenger & Wuithiranyagool 1986). No entanto, a sua presença 

já havia sido assinalada desde 1946 (Hughes & Porter 1956). Quanto ao Brasil, a primeira 

notificação foi feita por Forattini (1986), em material coletado no Estado do Rio de 

Janeiro. Supõe-se que o mosquito entrou no país pelo porto de Vitória, Espírito Santo, por 

meio de carga de pneus usados procedente dos EUA (Estrada-Franco & Craig 1995). Não 

obstante, outros autores sugerem que a introdução ocorreu pelo mesmo porto, porém vindo 

do Japão, e dispersou-se, por via férrea, pelo Vale do Rio Doce (Consoli & Lourenço-De-

Oliveira, 1994). Assim, a população de A. albopictus que infestou o Brasil seria diferente 

da população que infestou os EUA. Até 2002, a presença do A. albopictus tinha sido 

registrada em 19 estados brasileiros (Santos, 2003) (Figura 5). Posteriormente, em 2006, 

verificou-se uma grande disseminação do inseto contabilizando-se 21 estados com 1.502 

municípios infestados (Gomes et al., 2008) (Figura 6). 
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Figura 5. Mapa dos municípios que registraram a presença de A. albopictus no período de janeiro de 1997 a 

dezembro de 2002, segundo dados do Sistema de Informação em febre Amarela e Dengue/ FUNASA. 

 

 

 

Figura 6. Estados e municípios infestados com A. albopictus. Brasil, 2006. 
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Quanto ao ciclo de vida, A. albopictus, assim como A. aegypti, apresenta 

desenvolvimento holometábolo, passando por fase de ovo, quatro estágios larvais e uma 

fase de pupa até atingir a forma de imago (Figura 3 e 4). Nessa espécie as fases larvais 

também se desenvolvem em ambientes aquáticos e os adultos em ambientes terrestres. No 

entanto, diferenças biológicas e comportamentais podem ser observadas nos distintos 

estágios de desenvolvimento dessas duas espécies. Por exemplo, com relação aos ovos, A. 

aegypti deposita os ovos em grupos 10-30/criadouro, ao passo que A. albopictus deposita 

os ovos isolados.  

 

As larvas de A. albopictus desenvolvem-se melhor em depósitos de água com baixa 

turbidez, rica em aminoácidos e amônia (alto teor de nitrogênio), pH entre 6,8 e 7,6, sendo 

intolerante a valores extremos de pH (abaixo de 2,0 e acima de 12,0). Em geral, as larvas 

de A. albopictus resistem melhor à poluição da água do criadouro do que as de A. aegypti 

(Estrada-Franco & Craig 1995). 

 

Com relação aos adultos, A. aegypti é de cor marrom e apresenta faixas brancas no 

tórax (em forma de lira) e pernas. Já o A. albopictus é um mosquito de cor negra, com uma 

faixa estreita, longitudinal, mediana, branco-prateada e o abdome tem faixas basais brancas 

e pernas marcadas de branco e preto. As fêmeas de A. aegypti e A. albopictus têm hábitos 

hematófagos diurnos. Os picos de maior atividade desses insetos são geralmente ao 

amanhecer e pouco antes do fim da tarde. Os machos acompanham as fêmeas, portanto, 

também são diurnos (Lourenço-De-Oliveira et al., 1994). As duas espécies são 

antropofílicas, mas podem fazer repasto sanguíneo em outros animais, como cães, bovinos 

e roedores. Os mosquitos da espécie A. aegypti são mais adaptados ao convívio com o ser 

humano. Segundo Passos (2003), existe uma predominância de A. aegypti em relação ao A. 

albopictus nas áreas urbanas, sendo que o crescimento da população do primeiro afeta a 

população do segundo.  

 

Finalmente, com relação à participação de A. albopictus como vetor de doenças, 

cabe destacar que esta espécie é considerada a segunda em importância na transmissão do 

vírus da dengue e febre amarela para o homem, além de participar como vetor de filariose. 

O papel de A. aegypti e A. albopictus como vetores será analisada na seção a seguir. 
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1.2 - A. aegypti e A. albopictus como vetores de doenças 

 

A. aegypti e A. albopictus são mosquitos vetores de arboviroses. Mais de 200 

arbovírus, dentre os 500 conhecidos, são transmitidos por mosquitos. Entre os mais 

importantes para a saúde pública, podem-se citar o vírus da febre amarela, os da dengue 

(tipos 1 a 4) e da encefalite japonesa, entre outros. As infecções por arbovírus podem ser 

clínicas e subclínicas, manifestando-se sob a forma de encefalites, febres benignas de curta 

duração, febres hemorrágicas e poliartrite acompanhada de erupção cutânea. A. aegypti é o 

principal vetor da febre amarela urbana, dengue e dengue hemorrágica na América Latina 

e Caribe. As enfermidades mais importantes vetorialmente transmitidas por A. albopictus 

nas Américas são a dengue e febre amarela, podendo também veicular helmintos, parasitos 

do gênero dirofilaria (Borror et al., 1970). 

 

1.2.1 - Dengue 

 A dengue é uma enfermidade causada por arbovírus da família Flaviviridae, gênero 

Flavivirus, e engloba quatro tipos sorológicos: DEN 1, 2, 3 e 4. O vírus infecta 

hospedeiros vertebrados, como o homem e outros primatas, mas somente a espécie humana 

apresenta manifestação clínica com um período de viremia de aproximadamente sete dias. 

O vírus da dengue é responsável pelas taxas mais altas de doença e mortalidade entre os 

membros do gênero Flavivirus. Epidemias de dengue têm ocorrido nas ultimas décadas, 

em parte, devido à diminuição dos esforços para controlar os mosquitos. Mais de 200 

milhões de casos de dengue ocorrem anualmente (Gubler, 2012; WHO, 2002). Infecções 

seqüenciais por múltiplos sorotipos do vírus podem levar à síndrome hemorrágica, cuja 

estimativa anual é de ~500.000 casos no mundo (WHO, 2002). No Brasil, o número de 

casos entre 1981 e 2006 chegou a 4.243.049, dentre eles 5.817 casos de dengue 

hemorrágica e 338 casos fatais (Nogueira et al., 2007), sendo os sorotipos mais freqüentes 

o DENV-1, DENV-2, DENV-3 e um alto risco de transmissão em mais de 15 estados da 

federação, sendo a maioria da região norte e nordeste (Figura 7 e 8). A infecção de 

humanos por um sorotipo produz imunidade permanente contra o mesmo sorotipo. No 

entanto, contra outros sorotipos a imunidade é temporária e parcial (WHO, 1997; CDC, 

2009). 
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Figura 7. Sorotipos do vírus Dengue circulantes no Brasil, 2006. Fonte: Secretaria de vigilância em Saúde 

do Ministério da Saúde. 

Figura 8. Risco de transmissão do vírus Dengue no Brasil, 2011. Fonte: Secretaria de vigilância em Saúde 

do Ministério da Saúde. 

 

 15



Introdução 

 O DENV-4 foi reportado no Brasil em 1982, na região nordeste da Amazônia 

brasileira como uma epidemia focal, sem saber-se de mais relatos até 2008, quando foram 

registrados casos autóctones em Manaus (Melo et al., 2009). Este sorotipo re-emergiu no 

país em 2010 no estado de Roraima e dispersou-se para outros estados no Norte, Nordeste 

e Sudeste do país (Temporão et al., 2011; Ministério da Saúde 2011; de Souza et al., 

2011). Contudo a sua presença no país pode estar subestimada devido à baixa sensibilidade 

dos testes diagnósticos usados no programa de controle (Sea et al., 2013).  

 

 A dengue pode apresentar-se clinicamente sob quatro formas distintas: infecção 

inaparente, dengue clássica, dengue hemorrágica e síndrome de choque da dengue. A 

dengue clássica caracteriza-se pela presença de febre aguda, dores de cabeça, dores 

musculares e nas articulações, manchas vermelhas na pele, leucopenia e cansaço. A dengue 

hemorrágica apresenta sintomas como febre alta e hemorragias em função do sangramento 

de pequenos vasos na pele e nos órgãos internos. O paciente acometido pela síndrome do 

choque da dengue apresenta choque hipovolêmico resultante das hemorragias (WHO, 

1997).  

 

A transmissão da dengue é feita através da picada de fêmeas do gênero Aedes 

infectadas com o vírus. As principais espécies vetoras do vírus são: A. aegypti, A. 

albopictus, A. scutellaris, A. africanus e A. luteocephalus. A transmissão do vírus pode ser 

classificada com relação aos locais onde ela ocorre. Nesse sentido, os ciclos de transmissão 

podem ser silvestre, rural/suburbano e urbano. O ciclo silvestre envolve primatas não 

humanos e mosquitos de hábitos silvestres, que habitam o dossel das florestas. Na Ásia, os 

principais mosquitos envolvidos são dos subgêneros Finlaya e Stegomyia, como A. niveus, 

do qual foi isolado DENV-4 na Malásia e DENV de sorotipo desconhecido no Vietnã. Na 

África, as espécies envolvidas foram o A. africanus, o A. luteocephalus, o A. opok, o A. 

taylory e A. furcifer. Por outro lado, nas Américas, o ciclo silvestre tem sido pouco 

estudado. Não obstante, humanos podem participar do ciclo silvestre, como já foi 

observado na Bolívia, onde se observou pessoas com anticorpos anti-DENV-2 mesmo em 

localidades em que o A. aegypti não estão presentes (Gubler, 1988). No Brasil, o A. 

albopictus tem sido encontrado em florestas (Forattini et al., 1998a; Gomes et al., 1999), 

possibilitando o inicio do ciclo silvestre da dengue.  
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O ciclo rural/suburbano envolve os humanos e os mosquitos A. albopictus, A. 

polynesiensis, A. aegypti e A. mediovitatus (Gubler, 1988). O A. albopictus é um vetor 

tipicamente rural, podendo desempenhar papel secundário no ciclo urbano. Na Ásia, o 

ciclo rural ocorre em pequenos surtos esporádicos e dispersos. Na América, embora o A. 

albopictus seja encontrado em zona rural, não há notificações de surtos rurais, acontecendo 

surtos, em geral, na periferia de centros urbanos. O ciclo urbano nas Américas é mediado 

exclusivamente por A. aegypti, mesmo em regiões onde coexistem o A. albopictus e o A. 

aegypti (Pontes & Ruffino-Netto 1994, Cardoso Júnior et al., 1997).  

 

O ciclo de vida do vírus ocorre com um período intrínseco de incubação no 

hospedeiro vertebrado, que vai de um dia antes do aparecimento da febre até o sexto dia da 

doença, e um período extrínseco de incubação no mosquito, no qual o vírus se multiplica, 

por período de oito a doze dias e, a seguir, migra para as glândulas salivares. Assim, o 

vetor torna-se competente para transmitir a doença pelo resto da sua vida, a qual é de seis a 

oito semanas para o A. aegypti (MS, 1996). A. aegypti é um mosquito altamente 

antropofílico e endofílico além de apresentar larga distribuição geográfica, o que o torna o 

principal vetor da dengue em países tropicais e subtropicais (Consoli & Lourenço-de-

Oliveira, 1994; Honório et al., 2003; de Lima-Camara et al., 2006; Vasilakis et al., 2008; 

Troyo et al., 2008; Maidana & Yang, 2008). A infecção de uma fêmea de A. aegypti com o 

vírus da dengue ocorre através da ingestão de sangue contendo partículas virais. O sucesso 

da infecção dependerá da magnitude da viremia, ou seja, do título viral no repasto 

sanguíneo e da duração da viremia no vertebrado (WHO, 1997; Lourenço-de-Oliveira, 

2006). Em mosquitos suscetíveis, a proliferação dos vírus ocorre inicialmente nas células 

do epitélio do estômago. Posteriormente, os vírus alcançam a hemolinfa sendo distribuídos 

para o tecido nervoso, o corpo gorduroso, os ovários e as glândulas salivares, a partir de 

onde são inoculados em um próximo hospedeiro vertebrado (Lourenço-de-Oliveira, 2006). 

 

 O vírus da dengue também pode ser transmitido entre mosquitos por via vertical, 

infectando os ovócitos ou os ovos, resultando em larvas que já eclodem infectadas 

(Gunther et al., 2007). Os ovos de A. aegypti, por sua vez, podem permanecer em diapausa 

por longos períodos, o que aumenta ainda mais a capacidade vetorial do mosquito 

(Forratini, 1965; Consoli & Lourenço-de-Oliveira, 1994; Lourenço-de-Oliveira, 2006). 
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 Mudanças sociais e demográficas como o crescimento da população, a urbanização 

descontrolada e a utilização de meios de transporte modernos contribuem para o aumento 

da incidência e da distribuição geográfica da dengue. A falta de recursos da saúde pública 

para pesquisa, prevenção, vigilância e controle é outro fator agravante (Gubler, 2002). 

 

 

1.2.2 - Febre Amarela 

 A febre amarela é uma doença infecciosa aguda, de curta duração e gravidade 

variável, causada por um arbovírus do gênero Flavivirus, da família Flaviviridae que 

ocorre na América do Sul e na África. Os casos mais benignos têm sintomas e sinais 

indefinidos; os típicos têm sintomatologia semelhante à da dengue, com início súbito, 

febre, cefaléia, prostração, náuseas e vômitos. Apesar da existência de vacina usando vírus 

atenuados, a febre amarela ainda constitui um grande problema no mundo (Lindenbach & 

Rice, 2001). A OMS estima que cada ano ocorrem 200.000 casos de febre amarela, com 

aproximadamente 30.000 mortes no mundo (WHO, 2001). O período de incubação 

intrínseco é de 3 a 6 dias e o extrínseco, de 9 a 12 dias. O vetor, uma vez infectado, 

permanece transmissor até o fim de sua vida. Existem três ciclos de transmissão para a 

febre amarela: silvestre, intermediário e urbano. Os três ciclos coexistem na África, mas na 

América do Sul apenas o silvestre e o urbano estão presentes (WHO, 2009). Na febre 

amarela urbana, o hospedeiro é o homem e o vetor é o A. aegypti. Nas Américas não há 

surtos de febre amarela urbana desde 1942, com exceção de raros casos, notificados em 

Trinidad, em 1954 (Estrada-Franco & Craig, 1995). A febre amarela silvestre, que é a 

forma epidemiológica que persiste no Brasil, é veiculada na floresta por mosquitos 

silvestres como o Haemagogus janthinomys (Dyar, 1921) – vetor primário na maior parte 

do país – e o Haemagogus leucocelaenus (Dyar & Shannon, 1924) – vetor primário 

essencialmente nos limites sul dessa arbovirose. Estes mosquitos mantêm o ciclo da febre 

amarela entre macacos e saguis dentro das florestas e matas de galeria, sendo o homem um 

hospedeiro acidental, infectado principalmente quando invade esses ambientes (Figura 9) 

(Consoli & Lourenço-de-Oliveira, 1994; Lourenço-de-Oliveira, 2006). Eventos epizoótico-

epidêmicos de febre amarela em primatas e humanos em regiões onde convivem mosquitos 

do gênero Haemagogus e A. albopictus têm sido relatados em vários estados Brasileiros 

(Figura 10) (Gomes et al., 2008). Quando indivíduos infectados a partir do ciclo silvestre 

migram para o ambiente urbano, o mosquito A. aegypti, devido à sua endofilia, antropofilia 
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e suscetibilidade ao vírus da febre amarela passa a atuar como vetor da forma urbana da 

doença. A partir de então o vírus é transmitido somente para humanos, sem a necessidade 

de macacos para a manutenção do ciclo. A febre amarela urbana é considerada extinta do 

Brasil desde 1942, quando os últimos casos ocorreram no Acre (Consoli & Lourenço-de-

Oliveira, 1994; Lourenço-de-Oliveira, 2006).  

 

 O ciclo de transmissão intermediária da febre amarela ocorre nas savanas africanas, 

e pode originar pequenas epidemias em vilarejos rurais. Mosquitos semidomésticos 

infectam tanto seres humanos quanto macacos sendo que a proximidade entre homens e 

mosquitos infectados acarreta no estabelecimento a doença (WHO, 2009). 

 

 

Ciclo Silvestre

Ciclo 
Intermediário

Ciclo Urbano

Mosquitos 
Silvestres

Macacos 
e saguis

Humanos

(Savanas africanas)

Macacos 
e saguis

Humanos

Mosquitos semi‐
domiciliares

Humanos

Aedes 
aegypti

 

Figura 9. Esquema dos três ciclos de transmissão da febre amarela. Adaptado de: WHO 
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Figura 10. Distribuição de casos de febre amarela silvestre e mortes de primatas. Brasil, 2005 

1.3 – Intestino dos Culicidae 

 

O processo de digestão mediado pelas enzimas proteolíticas acontece no canal 

digestivo dos insetos. Este canal é formado por uma camada de epitélio simples (uma 

célula de espessura) com uma camada acelular de lâmina basal voltada para a hemocele. 

Este canal se divide em três regiões: (1) intestino anterior, geralmente envolvido com a 

ingestão, condução e estoque de alimento; (2) intestino médio (estômago), onde ocorre a 

síntese de enzimas e componentes da membrana peritrófica, a digestão e absorção dos 

nutrientes; (3) intestino posterior, envolvido na regulação da composição da hemolinfa e 

na excreção e eliminação do material não digerido proveniente do intestino médio e 

túbulos de Malpighi (Romoser, 1996) (Figura 11). O néctar ingerido pelos adultos machos 

e fêmeas é estocado no intestino anterior em uma região impermeável (divertículos = papo) 

e é liberado para o intestino médio, quando necessário, para ser digerido e absorvido, 

sendo que nesses casos o processo ocorre na região anterior do intestino médio. Este 

processo provavelmente é regulado de acordo com as necessidades da hemolinfa, 
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protegendo o mosquito de um choque osmótico. Apesar do intestino médio ser o principal 

órgão responsável pela digestão, alguns dissacarídeos contidos no néctar são, em parte, 

hidrolisados no papo por enzimas salivares. O destino e o estoque do sangue ingerido 

variam entre os grupos de hematófagos. Na maioria dos casos (incluindo mosquitos), o 

sangue ingerido somente pelas fêmeas vai direto para o intestino médio onde ocorre na 

região posterior deste, a digestão e absorção do alimento (Romoser, 1996; Terra & 

Ferreira, 1994). Além da água, as proteínas são os constituintes predominantes do sangue, 

portanto o intestino médio dos mosquitos secreta grande quantidade de enzimas 

proteolíticas. Entretanto, as proteínas do sangue contêm moléculas de carboidratos e 

lipídios as quais são liberadas durante a digestão e são hidrolisadas pela ação de 

carboidrases e esterases (Clements, 2000).  

 

 

(a) 

(b) (c) 

 

Figura 11. Esquema ilustrativo geral do intestino de Culicideos. Órgãos envolvidos na alimentação: em (a) 

mosquito adulto; (b) tubo digestivo em um embrião formado; (c) tubo digestivo em larvas. Adaptado de 

Clements 2000. The Biology of Mosquitoes. 
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O intestino médio da grande maioria dos insetos é revestido internamente por uma 

membrana que envolve o alimento, separando-o do epitélio de modo a formar dois 

compartimentos digestivos, a membrana ou matriz peritrófica (MP), fazendo da digestão 

um processo compartimentalizado. A MP é uma camada acelular composta por quitina, 

proteínas e proteoglicanas, envolvendo o bolo alimentar separando-o do epitélio do 

intestino médio (Jacobs-Lorena & Oo, 1996). Assim a MP evita que partículas abrasivas 

de alimento e micro-organismos patogênicos cheguem ao epitélio do intestino médio, bem 

como permite o movimento de fluidos durante o peristaltismo e digestão (Clements, 2000). 

A maioria dos insetos possui MP tanto no estágio larvar quanto no adulto, mas esta pode 

ser encontrada em apenas um dos dois estágios. Em alguns casos a MP está intimamente 

associada às microvilosidades do intestino médio (MP tipo I), não possui limites bem 

definidos e pode ter um aspecto de gel. Em larvas de Díptera, por exemplo, cuja MP é do 

tipo II esta estrutura é mais bem organizada, definida, possui aspecto membranoso e é 

capaz de formar um compartimento bem definido entre si e o epitélio (Jordão et al, 1996; 

Terra, 2001). Atividades de tripsinas e quimiotripsinas foram detectadas na MP e intestino 

de larvas de Ae. aegypti e Ae. albopictus, e sugeriu-se seu papel no processamento de 

nutrientes (Ho et al., 1992). As larvas do flebotomíneo Lutzomyia longipalpis (Lutz & 

Neiva, 1912), principal vetor de Leishmania infantum (Killick-Kendrick, 1985), agente 

etiológico da leishmaniose visceral americana, apresentam serino peptidases do tipo 

tripsina e quimiotripsina além de aminopeptidases que atuam na digestão das proteínas 

contidas nos detritos presentes no meio aquático (Fazito-do-Vale et al., 2007).  

 

A região no interior da membrana peritrófica é chamada de espaço endoperitrófico, 

e o exíguo compartimento entre a membrana peritrófica e as células epiteliais é chamado 

de espaço ectoperitrófico. As moléculas de proteínas adquiridas durante a alimentação são 

clivadas inicialmente em peptídeos grandes pela ação de endopeptidases, os grandes 

peptídeos por sua vez são progressivamente reduzidos pela ação de exopeptidases e 

dipeptidases, que removem peptídeos únicos ou dipeptídeos das regiões extremas das 

cadeias polipeptídicas (Clements, 2000). As endopeptidases atuam, geralmente, no espaço 

endoperitrófico e possuem um papel importante na fase inicial de digestão, devendo 

apresentar um tamanho suficientemente pequeno para possibilitar a passagem através da 

membrana peritrófica e atuar no espaço endoperitófico. Enquanto as exopeptidases e 

dipeptidases atuam no espaço ectoperitrófico, disponibilizando os aminoácidos para serem 
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absorvidos pelas células epiteliais. Assim as enzimas envolvidas na digestão intermediária 

atuam livres no fluido contido no espaço ectoperitrófico, enquanto que as enzimas 

responsáveis pela fase final da digestão são ligadas às células da microvilli do intestino 

médio (Terra & Ferreira, 1994) (Figura 12).  

 

  

Figura 12. Esquema ilustrativo geral do intestino médio de Culicideos. Adaptado de Terra & Ferreira 

(1994). 

 

Os mecanismos de controle da biossíntese e secreção de enzimas digestivas são 

pouco conhecidos. Em insetos que se alimentam continuamente, (larvas de dípteros), a 

síntese e secreção de peptidases parece ser constitutiva, ao passo que em insetos que não se 

alimentam continuamente, (predadores ou hematófagos), a síntese parece ser finamente 

regulada (Lehane et al., 1996). As enzimas digestivas, assim como as demais proteínas 

animais, são sintetizadas no reticulo endoplasmático rugoso, processadas no complexo de 

Golgi e empacotadas em vesículas secretórias. De maneira geral, é aceito que as variações 

de curto prazo nas atividades enzimáticas são controladas por mecanismos secretórios, ao 

passo que as alterações de longo prazo são reguladas hormonalmente (Lehane et al., 1996). 
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Algumas informações a respeito dos fatores de transcrição que regulam a indução 

dos genes têm sido reportadas, o que tem ajudado a esclarecer os mecanismos de regulação 

da síntese dessas biomoléculas. Entretanto todos os hormônios e fatores que são 

responsáveis pela indução da biossíntese de tripsinas não são conhecidos (Borovsky et al, 

1988; Borovsky et al, 1995). A distensão do epitélio intestinal, a presença de alimento no 

intestino, pressão osmótica e diferentes hormônios (ecdisona, hormônio juvenil, 

neuroendócrinos) são alguns dos fatores apontados como responsáveis pela indução da 

síntese de tripsinas pelas células epiteliais no intestino médio (estômago) dos mosquitos. A 

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

que apresenta duas etapas envolvendo a produção imediata e tardia de tripsinas. A primeira 

etapa da biossíntese dessas hidrolases é estimulada por proteínas solúveis de variados 

pesos moleculares logo após a alimentação e envolve a tradução de transcritos de RNAm 

que já estavam estocados nas células epiteliais prontos para produzirem as “early-trypsin” 

(tripsinas imediatas). A segunda etapa ocorre aproximadamente às 7-9 horas após a 

alimentação, sendo ativada por peptídeos de baixo peso molecular provenientes da 

digestão iniciada pelas tripsinas imediatas, que por sua vez, irão estimular a síntese de 

novos transcritos RNAm que codificarão para “late trypsin” (tripsinas tardias) as quais 

otimizarão a digestão (Felix & Freyvogel, 1991; Noriega & Wells, 1999). Tal nível de 

regulação evita o gasto energético com a produção de enzimas digestivas quando o 

intestino está vazio, sendo que grandes quantidades dessas enzimas são produzidas apenas 

se houverem alimentos a serem digeridos (Borovsky et al, 1994).  

 

Outro mecanismo de regulação da biossíntese de peptidases intestinais está 

relacionado com um decapeptídeo conhecido como fator oostático modulador de tripsinas 

(TMOF), que foi isolado de ovários de Ae. aegypti. Tal fator é um sinal ovariano que, não 

induz ou estimula, e sim reprime e finaliza a biossíntese de tripsina nas células do intestino 

médio após o sangue ter sido digerido e seus aminoácidos utilizados na síntese de proteínas 

do ovo, sendo este hormônio importante no fim de cada ciclo gonadotrófico e o seu pico de 

síntese coincide com o rápido declínio na biossíntese de tripsinas (Borovsky et al., 1994; 

Borovsky et al, 2004). Um fator tipo TMOF foi também encontrado na hemolinfa de H. 

virescens que parece deprimir a síntese de tripsinas no final de cada instar larval (Nauen et 

al., 2001). 
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Semelhanças na conformação tridimensional das tripsinas em distintas espécies de 

insetos indicam que o mecanismo de controle da biossíntese dessas enzimas é comum para 

estes organismos (Borovsky et al, 1996; Yan et al, 1999). Contudo, de acordo com o 

processo de digestão e a qualidade do alimento ingerido, diferentes isoenzimas de tripsinas 

devem ser expressas em cada espécie e em cada fase do ciclo de vida. Estudos que 

abordem as questões supracitadas são necessários para entender a expressão de tripsinas 

nos distintos estágios e tecidos dos insetos, bem como as variações quantitativas e/ou 

qualitativas desta expressão. O papel fundamental destas biomoléculas as postulam como 

importantes alvos para o desenvolvimento de estratégias de controle de insetos vetores.  

 

 

1.4 - Peptidases 

 As peptidases desempenham funções centrais durante o desenvolvimento dos 

insetos tais como: digestão de nutrientes, ovogênese, metamorfose e defesa (Nakajima et 

al., 1997; Terra & Ferreira, 1994; Borowsky & Mahmood, 1995), tendo sido identificadas 

tanto em adultos quanto em formas imaturas da ordem Diptera.  

 

Peptidases ou proteases são enzimas que clivam ligações peptídicas. Estas enzimas 

podem atuar como exopeptidases, removendo um ou mais aminoácidos das extremidades 

protéicas, ou endopeptidases, clivando ligações no interior de cadeias polipeptídicas. As 

exopeptidases podem ser classificadas como aminopeptidases ou carboxipeptidases, 

dependendo em qual extremidade da cadeia acontece à clivagem. As endopeptidases, 

também chamadas de proteases, são subdivididas de acordo com seus mecanismos de 

catálise em: aspártico-proteases, serino-proteases, cisteíno-proteases e metaloproteases 

(Barret et al., 1998). 

 

A classe serino peptidase é subdividida em duas superfamílias que apresentam 

mecanismos catalíticos similares que evoluíram de forma independente. A superfamília de 

tripsina inclui tripsina e quimiotripsina, que são encontradas abundantemente em animais, 

enquanto a superfamília de subtilisinas está presente nas bactérias e fungos estudados até o 

momento (Hu & Leger 2004, Page & Di Cera, 2008). As tripsinas possuem uma tríade 

catalítica composta pelos resíduos de aminoácidos His, Asp e Ser (que caracterizam todas 

as serino peptidases), a qual cliva ligações peptídicas no lado carboxílico de L-
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aminoácidos básicos, com maior preferência para Arg (2- a 10-vezes) em relação à Lys 

(Craik et al., 1985; Terra & Ferreira, 1994; Barrett et al., 2004). Além disso, possuem 

habilidade de ativação de outras formas inativas (zimogênios) pancreáticas (De 

Albuquerque et al., 2001).  

 

No sistema digestivo de invertebrados a tripsina (EC 3.4.21.4) é a mais abundante, 

estando presente em diversas formas (isoenzimas). Participa de vários processos 

fisiológicos, desempenhando um papel principal na hidrólise de proteínas destinadas à 

nutrição (Muhlia-Almazán et al., 2008). Esta enzima pode apresentar características 

espécie-específicas desde que haja diferenças significativas em hábitos alimentares, 

composição do alimento ingerido e no processo de digestão protéica. Essas diferenças são 

respostas adaptativas a diferentes estilos de vida, ambientes e habilidade de sobrevivência 

entre as espécies (Muhlia-Almazán et al., 2008). Os primeiros dados sobre tripsinas de 

invertebrados relataram a secreção de enzimas digestivas responsáveis pela hidrólise de 

nutrientes no alimento (Davie & Neurath 1955; KEIL et al., 1968; Arnon & Neurath, 1969; 

Pxeiderer et al., 1970; Yang & Davies, 1971; Gooding, 1975; Gibson & Barker, 1979).  

 

Em fêmeas adultas de A. aegypti a tripsina está relacionada à digestão da maior parte 

das proteínas presentes no sangue. Em poucos segundos as fêmeas do mosquito são 

capazes de ingerir grande quantidade de sangue, ao passo que gastam pelo menos 36 horas 

no processo de conversão dos aminoácidos, resultantes da proteólise do sangue, em 

componentes de seus ovos (Graf et al., 1986; Noriega & Wells, 1999). Aminopeptidases, 

carboxipeptidase A e carboxipeptidase B têm sua ação estimulada pela ingestão de sangue, 

apresentando maior atividade durante o pico de proteólise da tripsina, que ocorre entre 20 e 

24 horas após a ingestão de sangue pelas fêmeas de A. aegypti (Noriega et al., 1996; 

Noriega et al., 2002).  

 

Cisteíno proteases relacionadas à vitelogênese também foram descritas em A. 

aegypti. Elas são sintetizadas no corpo gorduroso do inseto, um órgão análogo ao fígado 

dos vertebrados, e armazenadas nos ovócitos em desenvolvimento, desempenhando um 

importante papel na degradação da vitelina, principal proteína presente no vitelo dos 

embriões do mosquito (Cho et al., 1999). Em Anopheles stephensi (Liston, 1901) e 

Anopheles darlingi (Root, 1926) serino proteases e aminopeptidases identificadas na 
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hemolinfa e no intestino de mosquitos adultos provavelmente também estão relacionadas à 

digestão das proteínas do sangue (Rosenfeld & Vandenberg, 1998; Okuda et al., 2005). Em 

Anopheles gambiae (Giles, 1926), Anopheles dirus (Peyton & Harrisson, 1979) e 

Anopheles culifacies (Giles, 1901) serino proteases isoladas dos hemócitos e da hemolinfa 

estão envolvidas na regulação da resposta imune inata, sendo responsáveis por processos 

como coagulação da hemolinfa, melanização e síntese de peptídeos antimicrobianos que 

atuam na supressão da infecção por protozoários do gênero Plasmodium (Marchiafava & 

Celli, 1885), causadores da malária (Volz et al., 2005; Xu et al., 2006; Rodrigues et al., 

2007). Atividades de tripsinas e quimiotripsinas foram detectadas na matriz peritrófica e 

intestino larvas de A. aegypti e A. albopictus, e sugeriu-se seu papel no processamento de 

nutrientes (Ho et al., 1992). As larvas do flebotomíneo Lutzomyia longipalpis (Lutz & 

Neiva, 1912), vetor de Leishmania infantum (Killick & Kendrick, 1985), agente etiológico 

da leishmaniose visceral americana, apresentam serino proteases do tipo tripsina e 

quimiotripsina além de aminopeptidases que atuam na digestão das proteínas contidas nos 

detritos presentes no meio aquático (Fazito-do-Vale et al., 2007). As larvas de Oestrus ovis 

(Linnaeus, 1761) são parasitas da cavidade nasal de ovelhas e cabras enquanto as larvas de 

Dermatobia hominis (Linnaeus Jr, 1781) parasitam diversos tecidos de animais domésticos 

e do homem causando miíase. Nas duas espécies as serino proteases degradam o tecido do 

hospedeiro, facilitando a migração das larvas para outras áreas bem como a aquisição de 

nutrientes necessários para o desenvolvimento larval. (Tabouret et al., 2003; Pires et al., 

2007). Larvas de primeiro instar de Oxysarcodexia thornax (Walker, 1849), uma mosca 

saprófaga, expressam de forma constitutiva serino proteases do tipo quimiotripsina as 

quais poderiam estar associadas com metamorfose do inseto (Cuervo et al., 2008). Em 

Dermatobia hominis enzimas pertencentes à classe das cisteíno proteases também estão 

relacionadas à proteólise dos tecidos do hospedeiro, contribuindo para a ocorrência das 

miíases (Pires et al., 2007). Em larvas de Drosophila melanogaster (Meigen, 1830) duas 

metaloproteases foram identificadas. A metaloprotease de matriz 1 (MMP 1) é essencial 

para que o crescimento das células da traquéia acompanhe a síntese do novo exoesqueleto 

durante a muda ou ecdise. A metaloprotease de matriz 2 (MMP 2), por outro lado, atua na 

proteólise de tecidos larvais durante a metamorfose (Glasheen et al., 2009; Page-McCaw, 

2008). 

 

1.5 – Análise proteômica em Aedes spp. 
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Durante o repasto sanguíneo, as fêmeas de Aedes spp. adquirem os nutrientes 

necessários para a maduração e produção das proteínas do ovo (Raikhel & Dhadialla, 

1992). Contudo, durante tal alimentação, as fêmeas podem ser infectadas também com 

vários patógenos, tais como o vírus da Dengue, os quais devem cruzar as células epiteliais 

do intestino médio para finalmente alcançar as glândulas salivares e garantir a sua 

transmissão a um novo hospedeiro durante o próximo repasto sanguíneo. Por esta razão 

vários estudos prévios têm focado nas glândulas salivares com o objetivo de identificar e 

descobrir novas moléculas envolvidas na interação das células do hospedeiro com os 

patógenos e identificar moléculas envolvidas na resposta imune no momento do repasto 

sanguíneo do inseto (Ribeiro, 1995; Ribeiro & Francischetti, 2003; Wasinpiyamongkol et 

al., 2010; Fontaine et al., 2011; Juhn et al., 2011). Não obstante, o intestino médio é a 

primeira barreira que os patógenos devem atravessar para estabelecer a infecção e 

representa um dos principais locais imunologicamente ativos do inseto (Sánchez-Vargas et 

al., 2009).  

 

Desta forma, muitos elementos convergem no intestino incluindo o sangue dos 

vertebrados a ser processado, os patógenos e as moléculas da resposta imune do vetor, 

entre outros. Entretanto, pouco se sabe sobre as proteínas envolvidas no processamento do 

sangue nem sobre aquelas que têm um papel na detoxificação de metabólitos produzidos 

durante este processo. Além do mais, tampouco se conhecem as proteínas envolvidas na 

defesa contra patógenos nem aquelas expressas durante os intervalos de alimentação do 

mosquito. A descrição dessas moléculas pode ajudar a entender os fenômenos que 

controlam o desenvolvimento dos patógenos e sua subseqüente transmissão pelo inseto. 

 

A caracterização do perfil de proteínas do intestino médio de fêmeas é um dos 

primeiros passos para entender a complexa fisiologia deste tecido. As abordagens 

proteômicas possibilitam a completa definição do perfil protéico de um tecido ou célula 

bem como permitem identificar as proteínas expressas sob diferentes condiciones.  

 

O proteoma é definido como o conjunto das proteínas expressas pelo genoma de uma 

célula em um determinado momento ou sob determinado estímulo (Ashton et al., 2001). 

Os estudos proteômicos em insetos e em outros organismos vêm sendo facilitados e 
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estimulados graças ao seqüenciamento dos genomas de diversas espécies (Ribeiro et al., 

2007). As técnicas proteômicas, além de permitirem inferências sobre a expressão gênica 

diferencial em grande escala também se prestam para a definição do mapa protéico global 

dos organismos e, a partir deste, para o estudo específico da regulação protéica tanto em 

órgãos como em células individualizadas. 

 

Uma das técnicas mais usadas para definir o proteoma de uma célula ou tecido tem 

sido a eletroforese bidimensional (2DE). A 2DE acopla focalização isoelétrica (IEF) na 

primeira dimensão com eletroforese em géis de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) na 

segunda dimensão (Scheele, 1975; O’Farrell, 1975), possibilitando a separação de misturas 

complexas de proteínas de acordo com o ponto isoelétrico (pI), com a massa molecular 

(Mr), com a solubilidade e a abundancia relativa. Dependendo do tamanho do gel e do 

gradiente de pH usado, a 2DE pode resolver milhares de proteínas simultaneamente e pode 

detectar menos de 1 ng de proteína por “spot” (Görg et al., 2004). 

 

Análises transcriptómicas têm contribuído para o entendimento da biologia de Aedes 

spp, mas poucos estudos proteómicos têm sido desenvolvidos neste gênero. Contudo, 

distintas técnicas proteômicas têm sido usadas para caracterizar sub-proteomas de A. 

aegypti tais como a membrana do intestino médio de larvas, a glândula salivar, as vesículas 

de membrana de borda em escova do intestino, os túbulos de Malpigi e o sêmen de adultos 

(Bayyareddy et al., 2009; Popova-Butler & Dean, 2009; Beyenbach et al., 2009;  Sirot et 

al., 2011; Tchankouo-Nguetcheu et al., 2012; Tetreau et al., 2012). Ademais, foi reportada 

uma análise proteômica de uma linha celular de A. albopictus infectada com os sorotipos 1 

e 3 do Dengue (Patramool et al., 2011).  

 



Justificativa 

2 - JUSTIFICATIVA 
 

 

Apesar da existência de valiosa informação sobre a presença de peptidases em 

tecidos específicos de distintas espécies de insetos, nada tem sido reportado sobre o perfil e 

o papel de peptidases ativas expressas pelas formas larvais, pupa e adultos das espécies a 

serem investigadas neste estudo. Nesse sentido, a aplicação de técnicas enzimográficas e 

de tecnologias proteômicas pode ser útil para mapear e identificar peptidases expressas 

durante as diferentes fases evolutivas desses insetos. Assim, o racional deste trabalho 

assenta-se na (1) análise comparativa do perfil proteolítico dos estadios larvais e das pupas 

de Aedes aegypti e Aedes albopictus e (2) análise do mapa proteômico parcial do intestino 

médio da fêmeas de Aedes albopictus alimentadas com açúcar, com foco na identificação 

de proteases nesse órgão. Pretendeu-se com tal proposta elaborar o perfil proteolítico 

global dos diferentes estágios evolutivos das espécies estudadas bem como identificar as 

peptidases expressas no intestino médio de fêmeas adultas. Com tal abordagem, também 

foi possível identificar as mudanças na expressão de peptidases durante os estágios 

evolutivos das duas espécies investigadas. 
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3 - OBJETIVOS 
 

3.1 – Caracterizar e comparar o perfil proteolítico dos estadios larvais e das pupas de 

Aedes aegypti e Aedes albopictus; 

 

3.2 - Obter o mapa proteomico parcial do intestino médio da fêmeas de Aedes albopictus 

alimentadas com açúcar, com foco na identificação de proteases expressas nesse órgão. 

 

 

4 – METAS 
 

4.1 – Identificar e caracterizar, por enzimografia em SDS-PAGE co-polimerizado com 

substrato gelatina, as atividades proteolíticas dos quatro estádios larvais e dos estágios de 

pupas de Aedes aegypti e Aedes albopictus; 

 

4.2 – Verificar, através da comparação dos perfis enzimograficos, a ocorrência de 

expressão diferencial de peptidases nos quatro estádios larvais e pupa de Aedes aegypti e 

Aedes albopictus; 

 

4.3 – Identificar e caracterizar o perfil enzimográfico do intestino médio das fêmeas de 

Aedes albopictus; 

 

4.4 – Corroborar a expressão de peptidases em formas pré-imaginais e intestino médio, 

usando ensaios de degradação de substrato em solução; 

 

4.5 – Análise da expressão proteica global, usando técnicas proteômicas, do intestino 

médio de fêmeas de Aedes albopictus alimentadas com açúcar. 
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5 - RESULTADOS 
 

Os resultados desta tese são apresentados em forma de três artigos já publicados e um 

artigo submetido, os quais condensam os dados obtidos de acordo com os objetivos 

propostos: 

 

Artigo 1:  

Expression of trypsin-like serine peptidases in pre-imaginal stages of Aedes aegypti 

(Diptera: Culicidae). 

Mesquita-Rodrigues C, Saboia-Vahia L, Cuervo P, Levy CM, Honorio NA, Domont GB, 

de Jesus JB. 

Arch Insect Biochem Physiol. 2011 Apr;76(4):223-35. doi: 10.1002/arch.20412.  

 

Artigo 2: 

Trypsin-like serine peptidase profiles in the egg, larval, and pupal stages of Aedes 

albopictus. 

Saboia-Vahia L, Borges-Veloso A, Mesquita-Rodrigues C, Cuervo P, Dias-Lopes G, 

Britto C, Silva AP, De Jesus JB. 

Parasit Vectors. 2013 Feb 27;6:50. doi: 10.1186/1756-3305-6-50. 

 

Artigo 3: 

Protein expression in the midgut of sugar-fed Aedes albopictus females. 

Saboia-Vahia L, Borges-Veloso A, Cuervo P, Junqueira M, Mesquita-Rodrigues C, Britto 

C, Domont GB, De Jesus JB. 

Parasit Vectors. 2012 Dec 11;5:290. doi: 10.1186/1756-3305-5-290. 

 

Artigo 4: 

Midgut of Aedes albopictus females expresses active trypsin-like serine peptidases  

Leonardo Saboia-Vahia; Andre Borges-Veloso; Patrícia Cuervo; Constança Britto; José 

Batista De Jesus 

Submetido  
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5.4 - Artigo 4  

 

Dear Dr De Jesus, 

 

The files for your manuscript have been received by Parasites & Vectors. You will 

shortly receive a further e-mail that will provide you with links to the PDF that is now 

being generated and will be used for assessing it. At any time, you may log in to My 

BioMed Central (http://www.biomedcentral.com/my/manuscripts) to view the status of the 

manuscript, or you can bookmark the URL of your manuscript: 

http://www.parasitesandvectors.com/manuscript/login/man.asp?txt_nav=man&txt_man_id

=1068786931065399 

If you have any questions, please visit the BioMed Central Support Center 

(http://www.biomedcentral.com/support/) or e-mail us at chris.arme@gmail.com. 

Questionnaire 

Thank you for submitting your research to Parasites & Vectors. To help us understand 

what is important to our authors, please take a minute to complete our simple online 

questionnaire by following this link: 

    

http://www.biomedcentral.com/survey/login/1189590391711938/1068786931065399/AS1

/ 

You may be prompted to log on when you follow this link. 

Regards 

The Parasites & Vectors Editorial Team 

e-mail: chris.arme@gmail.com 

Web: http://www.parasitesandvectors.com/ 
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Discussão 

6 – DISCUSSÃO 
 

Nessa seção serão discutidos, em dois blocos, os resultados apresentados nos artigos 1 e 2 

e aqueles apresentados nos artigos 3 e 4. 

 

 Artigos 1 e 2 

 

1- Expression of trypsin-like serine peptidases in pre-imaginal stages of Aedes 
aegypti (Diptera: Culicidae). 
 

2 - Trypsin-like serine peptidase profiles in the egg, larval, and pupal stages of 
Aedes albopictus. 

 

Nestes artigos reporta-se a caracterização das atividades proteolíticas detectadas em 

extratos totais das formas larvais de A. aegypti e A. albopictus, por enzimografia em uma 

dimensão. A estabilidade da expressão de peptidases nessas espécies foi avaliada pela 

comparação do perfil proteolítico de formas larvais obtidas de ovos de insetos recém 

coletados no ambiente com ovos de insetos mantidos em colônia por longo período. Foram 

também comparados os perfis proteolíticos das pupas com seus respectivos imagos. 

Finalmente, as possíveis funções dessas enzimas nestes insetos são aqui discutidas.  

 

Apesar da existência de trabalhos abordando a presença de peptidases em tecidos 

específicos de A. aegypti (Yang & Davies 1971, Graf & Briegel 1982, Graf et al., 1986, 

Noriega & Wells, 1999; Noriega et al., 2002, Borovsky & Meola 2004), a maioria deles 

refere-se à forma adulta dos mosquitos e pouco enfoque tem sido dado à caracterização 

bioquímica de peptidases ativas em larvas. Com relação ao estudo dessas enzimas em A. 

albopictus, até onde se sabe, apenas um trabalho reporta a presença destas proteases no 

inseto (Ho et al., 1992). No presente trabalho, foi observado que extratos totais de todos os 

instars larvais de A. aegypti e A. albopictus apresentam altos níveis de atividade 

proteolítica, identificados pela intensidade das bandas. Estas atividades foram 

influenciadas pelo tempo de reação, sendo que ambas mostraram atividades a partir de 30 

minutos de reação. No entanto, A. aegypti exigiu um menor tempo de reação para o 

estabelecimento do seu perfil enzimático (1 hora), ao passo que A. albopictus exibe um 

perfil claro a partir de duas horas de reação. Tais resultados sugerem que as peptidases 

larvais dessas espécies apresentariam (i) distintas cinéticas de atividade, ou (ii) expressão 
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quantitativa diferencial. Não pode ser descartada a hipótese de que essas diferenças no 

curso temporal de atividade proteolítica possam estar relacionadas às características 

nutricionais e de obtenção de alimento por parte das larvas dessas duas espécies. A 

propósito disso, foi observado que larvas de A. albopictus se alimentam mais lentamente e 

ingerem menos quantidade de alimento por vez do que as larvas de A. aegypti (Ho et al., 

1992). Essa ingestão mais lenta poderia levar a uma também lenta ou menor 

expressão/ativação das peptidases envolvidas na digestão de nutrientes. Indução da 

expressão de peptidases pós-alimentação tem sido observada particularmente em adultos 

de A. aegypti (Felix et al., 1991; Noriega et al., 1996; Noriega & Wells, 1999; Noriega et 

al., 2002). Foi observado aqui também que a expressão de peptidases em larvas de ambas 

as espécies parece aumentar a cada instar. Esta expressão quantitativa diferencial nos 

diferentes instars também tem sido observada por outros autores, especificamente no 

intestino, utilizando metodologias diferentes da enzimografia em SDS-PAGE (Ho et al., 

1992; Borowsky & Meola, 2004).  

 

Quanto à sensibilidade ao pH do meio de reação, as atividades proteolíticas larvais 

de ambas as espécies foram ótimas a pH alcalino (entre pH 7,5 e 10). Larvas de A. aegypti, 

An. Stephensi e Culex pipiens demonstram alta atividade proteolítica a pH alcalino (Dadd, 

1975). Adicionalmente, no díptero L. longipalpis, atividades proteolíticas em intestino de 

L4 tem sido detectadas numa ampla faixa de pH alcalino, usando tanto substrato em 

solução como SDS-PAGE co-polimerisada com gelatina (Fazito-do-Vale et al., 2007). O 

amplo espectro de atividade proteolítica aqui detectado nas larvas de A. aegypti e A. 

albopictus poderia estar relacionado à sobrevivência dessas formas evolutivas em distintos 

ambientes aquáticos pobres em nutrientes. As fortes atividades proteolíticas podem estar 

associadas à nutrição larval, visto que estes estágios são altamente detritívoros e 

necessitam ingerir uma grande quantidade de alimentos para obter os nutrientes básicos. 

De fato, tem sido indicado que as principais peptidases expressas pelas larvas estão 

envolvidas no processamento de nutrientes e apresentam atividade ótima em pH alcalino 

(Yang & Davies, 1971). Esta hipótese também pode ser suportada pela observação de alta 

atividade proteolítica no intestino de larvas de ambas as espécies, não obstante essas 

atividades terem sido detectadas usando substrato em solução (Yang & Davies, 1971; Ho 

et al., 1992; Borovsky & Meola 2004).  
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Com respeito à sensibilidade a inibidores, as peptidases dos quatro estágios larvais 

de ambas as espécies foram inibidas por PMSF, um inibidor de tripsina e quimiotripsina 

(enzimas que pertencem à classe das serino proteases) e por TLCK, um inibidor específico 

de tripsina e de enzimas tripsina-similares. Estes resultados indicam uma expressão 

predominante destas enzimas nos estágios larvais, os quais estão de acordo com descrições 

prévias que relatam (usando outros métodos bioquímicos) a sua ocorrência em larvas de A. 

aegypti e A. albopictus (Yang & Davies, 1971; Ho et al., 1992). As principais peptidases 

detectadas em outras espécies da ordem Diptera também pertencem à classe das serino 

proteases (Tabouret et al., 2003; Fazito-do-Vale et al., 2007; Pires et al., 2007).  

 

Comparações entre as peptidases de larvas e pupas, das duas espécies, demonstraram 

que ambos os estágios de desenvolvimento exibem serino proteases do tipo tripsina com 

atividade ótima em pH alcalino. No entanto, as peptidases larvais apresentaram uma faixa 

de pH ótimo mais ampla (variando desde 3,5 até 10) do que aquelas exibidas pelas 

peptidases de pupa de A. aegypti (entre 5,5 e 10) e de A. albopictus (entre 7,5 e 10). As 

bandas de atividade proteolítica do estágio pupal de A. aegypti apresentaram maior 

resolução em pH 10, enquanto que nos estágios larvais as atividades enzimáticas foram 

melhor visualizadas pH 7,5. Para A. albopictus, tanto pupa quanto larvas apresentaram 

melhor resolução a pH 7,5, apesar de apresentarem maior atividade a pH 10. Os estágios 

pupais expressaram um perfil proteolítico complexo, com bandas de atividade de 

diferentes intensidades distribuídas em uma ampla faixa de massas moleculares. Enquanto 

a pupa de A. aegypti apresentou pelo menos onze bandas de atividade enzimática em pH 

10, as larvas desta espécie exibiram apenas oito bandas no mesmo pH. Por sua vez, a pupa 

de A. albopictus apresentou oito bandas de atividade e as larvas nove bandas. Visto que a 

pupa é um estagio evolutivo intermediário entre larvas e adultos, as diferenças no perfil 

proteolítico entre larvas e pupa sugerem uma regulação da expressão de peptidases entre 

esses estágios evolutivos, que acarretaria a diminuição e/ou repressão da expressão de 

peptidases, como, por exemplo, aquelas envolvidas em alimentação larval, e aumento e/ou 

indução da expressão de peptidases que teriam funções para o adulto ou para a própria 

pupa, como pode ser deduzido a partir da observação de bandas compartilhadas entre pupa 

e adultos (fêmea). Comparando o tempo de incubação para a detecção das atividades 

proteolíticas entre larvas e pupas, observou-se que as peptidases das larvas foram 

visualizadas depois de uma e duas horas de reação, para A. aegypti e A. albopictus, 
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respectivamente, ao passo que as peptidases do estágio pupal foram visualizadas somente 

após 24 e 36 horas de incubação para A. aegypti e A. albopictus, respectivamente. Estas 

observações poderiam indicar redução na expressão de peptidases digestivas ativas em 

larvas após a última ecdise larval. Serino proteases fortemente ativas em larvas podem ser 

necessárias para maximizar a digestão de partículas de nutrientes, como microorganismos 

e leveduras, nas baixas temperaturas do ambiente aquático (Yang & Davies, 1971). A 

expressão destas peptidases é reduzida quando não há mais digestão ativa, ou seja, quando 

a ecdise larval-pupal está completa (Yang & Davies, 1971). Embora a pupa não se 

alimente, foi demonstrado que a pupa apresenta atividades de serino proteases (Borowsky 

& Meola, 2004). A tripsina em pupas pode estar relacionada à proteólise dos tecidos 

larvais remanescentes durante a metamorfose. Em Sarcophaga peregrina, uma tripsina de 

26 kDa foi isolada do corpo amarelo, um órgão que se desenvolve temporariamente nas 

pupas e envolve o intestino larval enquanto o desintegra e o remodela para formar o 

intestino do inseto adulto (Nakajima et al., 1997). Embora existam diferenças notáveis 

entre os perfis proteolíticos de larvas e pupas (de ambas as espécies), eles compartilham 

uma banda de atividade enzimática de aproximadamente 40 kDa, a qual também parece 

estar presente em fêmea e macho de A. aegypti. Esta observação sugere que os distintos 

estágios de desenvolvimento expressam isoformas da tripsina, que podem exercer funções 

similares em cada forma evolutiva durante o ciclo de vida dos insetos. Além disso, em 

fêmeas, a tripsina pode estar associada à ativação de outras enzimas digestivas ou à 

ativação de suas isoformas (Noriega et al., 1996; Noriega & Wells, 1999; Muhlia-Almazán 

et al., 2008). Na comparação do perfil proteolítico de pupa com a fêmea alimentada com 

açúcar observam-se também outras bandas compartilhadas em ambas as espécies enquanto 

que os machos apresentam baixa ou nenhuma atividade enzimática nas mesmas condições 

experimentais que fêmeas e pupas. O perfil proteolítico mais complexo observado para as 

fêmeas, quando comparado ao perfil do macho, pode indicar que algumas peptidases 

envolvidas no processamento de proteínas do sangue sejam expressas constitutivamente de 

forma basal ao passo que os machos, que não fazem repasto sanguíneo, não expressam tais 

enzimas. Regulação pós-transcricional e pós-traducional da expressão de peptidases tem 

sido bem descrita em fêmeas adultas após ingestão de sangue (Felix et al., 1991; Noriega 

et al., 1996; Noriega & Wells, 1999). A síntese e secreção de tripsina em adultos podem 

ser afetadas por fatores externos, como alimentação, ou por fatores internos, como 

liberação de hormônios (Borovsky & Schlein, 1988). Foi demonstrado em A. aegypti que 
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(i) hormônios secretados pelos ovários aumentam a secreção de peptidases e que (ii) 

células neurosecretoras contêm fatores que aumentam a secreção de tripsina (Briegel & 

Lea, 1977). A decapitação e/ou retirada dos ovários reduz pela metade a síntese de tripsina, 

comprovando a influência dos hormônios sobre a taxa de síntese dessa enzima (Graf et al., 

1998). Adicionalmente, foi observado que o hormônio juvenil (HJ) regula a síntese de uma 

tripsina expressa em adultos denominada “early trypsin” (Noriega et al., 1996, 1997; 

Noriega & Wells, 1999). “Early trypsin” é uma das formas de tripsina sintetizada pelo 

intestino de fêmeas de A. aegypti (Noriega & Wells, 1999). Esta enzima é sintetizada em 

baixa quantidade, aparece no intestino após uma hora de ingestão de sangue e desaparece 

6-8 horas após. A “late trypsin” é produzida em grandes quantidades, começa a aparecer 8-

10 horas após a ingestão de sangue e responde pela atividade proteolítica presente no 

intestino durante a digestão do sangue ingerido (Graf et al., 1988; Barillas-Mury et al., 

1991). A transcrição do gene da “early trypsin” faz parte da maturação normal do intestino 

da fêmea adulta pós-emergência, i.e., após a metamorfose, e é controlada pelo HJ (Noriega 

& Wells, 1999). Foi demonstrado que a expressão de “early trypsin” pode ser induzida em 

pupa, na presença de análogos do HJ (Noriega & Wells, 1999), muito embora a pupa não 

se alimente, como já foi comentado. Expressão de “early trypsin” não tem sido detectada 

em machos, pupa nem larvas de A. aegypti (Noriega et al., 1996). Quanto à atividade 

proteolítica no macho, não pode ser descartado aqui que um perfil de peptidases mais 

complexo poderia ser observado se outras condições experimentais, que não as avaliadas 

neste trabalho, como por exemplo, outras condições de pH, tempo de incubação, fossem 

testadas. Quanto à banda de 40 kDa observada também no macho de A. aegypti, 

mencionada acima, poderia ter outras funções que não o processamento de nutrientes. 

Evidencias sobre a expressão estágio-específica de tripsinas com distintas funções durante 

o ciclo evolutivo de A. aegypti, foram recentemente relatadas (Venancio et al., 2009). 

Análise do transcritoma de A. aegypti revelou que há expressão preferencial de 12 genes 

codificantes para tripsina em larva e 15 em adultos, ao passo que 39 genes são expressos 

tanto em larva como em adultos. Análise filogenética desses 66 genes mostra que A. 

aegypti tem pelo menos três grupos principais de tripsinas: o primeiro grupo contém 

peptidases exclusivas de larvas e algumas peptidases que são compartilhadas por larvas e 

adultos, (as peptidases de larvas provavelmente adaptadas ao lúmen do intestino ou outro 

ambiente proteolítico); o segundo grupo inclui tripsinas exclusivas de adultos, algumas 

exclusivas de larvas e umas poucas compartilhadas por larvas e adultos (grupo apresentado 
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homologia com tripsinas histolíticas, i.e., tripsinas envolvidas na degradação de tecidos), e 

por fim, o terceiro grupo inclui tripsinas induzidas por alimentação com sangue (Venancio 

et al., 2009).  

 

Com relação à expressão de peptidases em ovos, foi observado que o perfil 

proteolítico do ovo de A. aegypty é composto por duas bandas principais migrando entre 36 

e 55 kDa, as quais correspondem àquelas observadas nos quatro instars larvais. A 

intensidade dessas bandas é bastante semelhante ao observado para L1. Não foram 

observadas atividades abaixo de 36 kDa e nenhuma banda pôde ser resolvida na faixa 

acima de 55 kDa. Em contraste, em ovos de A. albopictus, três bandas entre 17 e 28 kDa, 

com diferentes intensidades, são observadas e parecem corresponder àquelas dos quatro 

instars larvais. Bandas de alto peso molecular, entre 55 e 250 kDa, são também 

observadas. Esses achados são esperados visto que os ovos usados nesses ensaios estavam 

em fase final de desenvolvimento, maturos, e, portanto, as peptidases expressas 

corresponderiam ao perfil de peptidases de L1. A menor intensidade na atividade poderia 

ser devida à expressão diminuída da larva no interior do ovo dado que ela encontra-se em 

estado letárgico e com metabolismo reduzido. Até o presente, descrição de atividades 

proteolíticas em ovos de A. aegypti e A. albopictus não tem sido relatada.  

 

Para verificar a estabilidade da expressão do perfil proteolítico, larvas provenientes 

de ovos de fêmeas mantidas em colônia por longo período foram comparadas com larvas 

provenientes de ovos recém coletados no ambiente natural do inseto. Foi observada que em 

ambas as espécies o perfil proteolítico não é alterado, sugerindo que a expressão 

qualitativa de peptidases nessas duas espécies de mosquitos é estável, i.e., que os genes 

que codificam para essas enzimas parecem estar sob forte pressão de seleção, sendo 

conservados dentro de uma mesma espécie e, portanto, apresentando sempre o mesmo 

perfil proteolítico quando são submetidos a uma mesma condição de análise. Desta forma, 

a análise desses ensaios indica que o endocruzamento ocorrido durante a manutenção 

continuada da colônia (visto que a colônia se origina a partir de poucos indivíduos de uma 

população) não altera, aparentemente, os genes que codificam as serino proteases que 

compõem o perfil proteolítico dos mosquitos, pelo menos durante o período de um ano em 

que se desenvolveu este estudo. O mesmo aconteceria com populações naturais, nas quais 

o grupo de genes codificantes para serino proteases seria conservado, apesar de sofrer 

 111



Discussão 

maior intercambio gênico. Adicionalmente, quando se comparam os perfis de atividades de 

larvas de A. aegypti com A. albopictus nota-se que eles compartilham uma banda, com a 

mesma intensidade de atividade, em torno de 28 kDa e compartilham outras bandas entre 

36 e 72 kDa, porém detectadas com maior intensidade em A. aegypti do que em A. 

albopictus. Também, pelo menos uma banda de baixo peso molecular (abaixo de 28 kDa) é 

tenuamente observada em A. aegypti e parece ser semelhante àquela observada em A. 

albopictus. Estes últimos resultados (i) reforçam a idéia anterior sobre a conservação 

gênica; (ii) sugerem que algumas isoformas das enzimas são mais expressas em uma ou 

outra espécie e, por fim (iii) indicam que o perfil proteolítico é espécie-específico. Assim, 

as diferenças observadas na intensidade das bandas proteolíticas dentro do mesmo estágio, 

em estágios diferentes e entre as duas espécies, podem indicar que alguns genes 

codificando para tripsinas são expressos diferencialmente ou que isoformas com 

características catalíticas específicas são reguladas diferencialmente durante o ciclo 

evolutivo do inseto e de forma interespecífica. A existência de complexos mecanismos de 

regulação da expressão das tripsinas em insetos poderia suportar estes dados (Kalhok et 

al., 1993; Barrillas-Mury et al., 1991; Noriega et al., 1996; Venancio et al., 2009). 

Adicionalmente, a expressão diferencial de peptidases desses insetos nas distintas formas 

evolutivas pode estar relacionada à participação dessas enzimas em processos funcionais 

distintos tais como nutrição, desenvolvimento e defesa (Ho et al, 1992; Yano et al., 1995; 

Nakajima et al., 1997; Borovsky & Meola, 2004; Philip et al., 2007). 

 

Neste trabalho foi testada também a termoestabilidade das serino proteases das larvas 

de ambas as espécies. Quando comparadas à condição controle (37 °C), foi observado que 

as atividades proteolíticas de todos os estágios larvais de A. aegypti e A. albopictus são 

susceptíveis à baixas  temperaturas (4 °C e 10 °C), enquanto são altamente estimuladas em 

altas temperaturas (entre 50-60 °C). Não obstante a observação de que as atividades 

enzimáticas decaem a 85 °C, um claro perfil ainda pode ser observado nesta temperatura. 

Por outro lado, a baixas temperaturas ainda se pode verificar um delineamento do perfil 

proteolítico, ainda que bastante reduzido. Resultados similares têm sido descritos para 

serino proteases de larvas do díptero Oestrus ovis, (Angulo-Valadez et al., 2007), para 

quimiotripsinas e tripsina de larvas do coleóptero Tenebrio molitor (Tsybina et al., 2005; 

Elpidina et al., 2005). Visto que a temperatura é uma das condições ambientais mais 

importantes para a sustentação da vida na terra, a adaptação de organismos a ambientes 
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extremos exigiria a otimização do seu repertorio enzimático. Nesse sentido, a investigação 

de proteínas termoestáveis, altamente conservadas em grupos de organismos 

filogeneticamente relacionados, auxiliaria na identificação de mudanças na sequencia de 

aminoácidos, as quais estariam associadas à adaptação térmica (Thomas & Cavicchioli, 

1998). Apesar de não existirem estudos a esse respeito em insetos, um interessante 

exemplo é o de salmão atlântico, o qual apresenta duas isoformas de tripsina, uma aniônica 

psicrofílica (pAST, “psychrophilic Atlantic salmon trypsin”) (Smalas et al., 1994) e outra 

catiônica mesofílica (mAST, “mesophilic Atlantic salmon trypsin”) (Schroder et al., 1998). 

Visto que pAST e mAST tem alta similaridade de sequencias e pertencem ao mesmo 

organismo, estas enzimas seriam um bom modelo para estudar a adaptação ao frio (Papaleo 

et al., 2009). Assim, dado que A. aegypti e A. albopictus são espécies relacionadas e 

originárias de ambientes distintos (continente africano e continente asiático, 

respectivamente), um estudo aprofundado, com relação às sequencias e estrutura das suas 

isoformas de tripsinas, poderia fornecer importante informação sobre as bases moleculares 

da estabilidade térmica dessas enzimas. Os estudos aqui iniciados podem ser o primeiro 

para iniciar tais investigações. Finalmente, por apresentarem propriedades únicas, as 

enzimas adaptadas a condições extremas de temperatura oferecem a possibilidade de novas 

aplicações industriais (Antranikian et al., 2005).  

 

Ainda que as serino proteases tripsina e quimiotripsina tenham sido descritas em 

órgãos isolados de alguns estágios de desenvolvimento de A. aegypti e A. albopictus (Yang 

& Davies, 1971, 1972; Ho et al., 1992; Terra & Ferreira, 1994; Noriega et al., 1996; 

Noriega & Wells, 1999), a enzimografia não foi aplicada para a caracterização bioquímica 

e estudo comparativo da expressão de peptidases do extrato total destas espécies. O estudo 

de peptidases por enzimografia em SDS-PAGE, uma técnica simples e de fácil aplicação, 

permite: (i) avaliar a massa molecular aparente das peptidases expressas; (ii) detectar 

presença de distintas enzimas e de suas isoformas; (iii) analisar a expressão diferencial de 

peptidases entre espécies ou estágios evolutivos; (iv) fazer análise quantitativa relativa do 

perfil proteolítico; (v) verificar a estabilidade do perfil proteolítico, i. e, verificar se a 

expressão do perfil de peptidases de uma espécie é constitutiva independente das 

condições ambientais; e (vi) observar a expressão de peptidases ativas, i. e., o que está 

sendo realmente expresso e provavelmente funcional (Zhao & Russell, 2003; Cuervo et al., 

2008; De Jesus et al., 2009). Desta forma, a partir da padronização de protocolos para 
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análise enzimográfica e demonstração que o perfil de uma determinada espécie é estável, 

como demonstrado neste estudo, essa técnica poderia então ser utilizada para discriminar 

grupos taxonômicos indiferenciáveis por outras técnicas. Finalmente, em conjunto com 

outras técnicas de identificação de proteínas, como espectrometria de massas, a 

enzimografia oferece uma boa alternativa para a análise de formas ativas de peptidases, 

quando comparada com métodos bioquímicos mais tradicionais (Zhao et al., 2004; De 

Jesus et al., 2009). 

 

 Artigos 3 e 4 

 

3 - Protein expression in the midgut of sugar-fed Aedes albopictus females. 

 

4 - Midgut of Aedes albopictus females expresses active trypsin-like serine 

peptidases 

 

Nestes artigos reporta-se a caracterização das atividades proteolíticas detectadas no 

intestino médio de fêmeas de A. albopictus alimentadas com açúcar, bem como o primeiro 

mapa proteômico e a identificação de peptidases por 2DE e MS/MS neste órgão. São 

discutidas aqui as estratégias usadas para analisar as proteases expressas nesse tecido. As 

proteínas expressas no intestino de A. albopictus foram identificadas por similaridade com 

as sequencias de genoma de A. aegypti. Distintas ferramentas de bioinformática foram 

usadas para obter informação funcional de muitas dessas sequencias, em virtude da pobre 

anotação do genoma dessa espécie.  

 

O mapa proteômico parcial do intestino médio de fêmeas de A. albopictus 

alimentadas com açúcar foi obtido de forma paralela à caracterização do perfil proteolítico 

desse órgão. Para o mapa proteômico, as proteínas do intestino médio foram fracionadas 

por eletroforese bidimensional e identificadas por espectrometria de massas por 

similaridade com as sequencias de genoma de A. aegypti. A análise dos géis obtidos, a 

partir de três experimentos independentes, mostrou que os perfis de proteínas eram 

reprodutíveis em termos de número de proteínas e de sua posição relativa e intensidade. 

Uma media de 340 “spots” foi detectada nos géis, resultado que está de acordo com mapas 

proteômicos de intestino de A. aegypti previamente publicados (Bayyareddy et al, 2009; 
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Popova-Butler et al, 2009). A análise dos espectros de massa mediante distintos softwares 

(MASCOT e OMSSA) resultou na identificação de 59 proteínas provenientes de 26 

“spots”; o restante dos “spots” extraídos (~100) não puderam ser identificados. Dentre as 

59 proteínas identificadas, três serino-peptidases foram detectadas, sendo duas tripsinas e 

uma quimiotripsina.  

 

A propósito dos “spots” não identificados, a dificuldade na identificação pode ter 

origem nas diferenças intrínsecas entre as espécies A. albopictus e A. aegypti. Diferenças 

na seqüência de aminoácidos, mesmo que seja em apenas um resíduo, podem impedir a 

identificação da proteína, visto que os programas usados utilizam algoritmos muito 

exigentes para realizar a correspondência (“match”) entre as massas teóricas obtidas a 

partir dos dados de genoma e as massas experimentais obtidas no MS. Esta dificuldade 

também revela que os estudos com uma espécie não necessariamente refletem o que 

sucede com a outra, sendo, portanto, reducionista continuar assumindo que os achados em 

A. aegypti são representativos dos outros membros do gênero. Contudo, frente a carência 

de dados específicos para A. albopictus, os resultados obtidos neste trabalho foram sempre 

comparados àqueles reportados para A. aegypti, como ponto de referência. Neste sentido, 

foram aqui identificadas pela primeira vez ~25 proteínas expressas no intestino deste 

gênero, quando se compara com trabalhos prévios de proteoma do intestino de A. aegypti. 

As proteínas mais abundantes, as quais sempre foram identificadas nos trabalhos prévios 

(enolase, chaperonina 60 e disulfeto isomerase) (Popova-Butler et al, 2009; Tchankouo-

Nguetcheu et al, 2010), também foram detectadas no presente estudo, indicando que os 

procedimentos experimentais aqui usados foram apropriados e confiáveis. Da mesma 

forma, a congruência entre as massas teóricas e experimentais das proteínas identificadas 

indica que o extrato de intestino continha, principalmente, proteínas íntegras que não 

sofreram proteólise artificial durante a manipulação experimental. Isto também é relevante 

pois garante resultados fidedignos durante a identificação.   

 

 As proteínas identificadas foram classificadas em grupos funcionais de acordo com 

as anotações de ontologia gênica disponíveis para o genoma de A. aegypti. As categorias 

mais abundantes foram aquelas que agrupam proteínas do metabolismo de aminoácidos e a 

de proteínas envolvidas na homeostase redox. As proteínas classificadas como proteínas de 

função desconhecida também foram altamente representadas no mapa proteômico de 
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intestino de A. albopictus. As duas primeiras categorias eram esperadas devido aos 

processos fisiológicos desenvolvidos no intestino. A última categoria tampouco 

surpreende, visto a escassa anotação do genoma de A. aegypti (Nene et al., 2007). Outras 

proteínas identificadas foram classificadas em categorias de resposta ao estresse oxidativo, 

fosforilação, proteólise e transporte de ferro. Todas estas categorias também condizem com 

as funções do órgão analisado.  

 

 Com o intuito de se obter mais informações sobre as proteínas identificadas, as 

mesmas foram analisadas com o programa STRING, o qual revela as potenciais redes de 

associação funcional entre as proteínas. Este programa usa uma base de dados de 

interações conhecidas e preditas entre proteínas. As interações incluem associações diretas 

(físicas) e indiretas (funcionais) derivadas de distintas fontes de evidências, tais como: (i) 

contexto genômico, (ii) experimentos de alta vazão, (iii) co-expressão e (iv) conhecimento 

prévio (descrições na literatura) (Jensen et al, 2009; Szklarczyk et al, 2010). Esta análise 

revelou 5 grupos consistentes de proteínas com interação funcional, sendo, o primeiro, 

composto por proteínas envolvidas na glicólise, enovelamento de proteínas, transporte de 

elétrons, e catabolismo de corpos cetônicos, todas pertencentes a vias metabólicas ubíquas 

e centrais na fisiologia das células e, portanto, era esperada a sua expessão no intestino do 

inseto. A segunda interação clara reuniu proteínas do metabolismo de carboidratos e de 

aminoácidos, vias também cruciais para a homeostase celular. A expressão destas proteínas 

pode estar relacionada a distintos fatores: (i) deve ser constitutiva para a reciclagem de 

proteínas estruturais no intestino e, por consequência, para a manutenção do metabolismo 

basal do órgão; (ii) logo após a metamorfose, as fêmeas são fertilizadas e começam a sofrer 

mudanças na sua maquinaria metabólica como preparação para o repasto sanguíneo; (iii) já 

que os intestinos usados neste estudo provêm de fêmeas de 2-5 dias de idade, eles podem 

apresentar ainda proteínas remanescentes da pupa, as quais serviriam como substrato para 

as atividades metabólicas detectadas; e, finalmente, (iv) dado que antes da dissecção dos 

intestinos, a microbiota estava presente neles, bactérias e proteínas produzidas por estas 

poderiam ter induzido a ativação de enzimas do intestino do inseto envolvidas no 

metabolismo de aminoácidos. Na terceira rede de associação funcional, foram encontradas 

proteínas mitocondriais envolvidas na produção de ATP. Esta rede se conecta também às 

duas anteriores, revelando a complexidade das interações requeridas para o metabolismo 

energético das células intestinais. Ainda, ela está interconectada com uma quarta rede 
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funcional que inclui as enzimas ciclohex-1-ene-1-carboxil-CoA hidratase e a 3-hidroxi-

isobutirato desidrogenase. Embora o Vectorbase não especifique a função da primeira 

enzima, sendo classificada então como enzima de função desconhecida, a análise do 

STRING indica que esta pode ter um papel na interação entre as vias da glicólise e da 

produção de ATP mitocondrial. Interessantemente, no presente trabalho estas enzimas 

foram identificadas juntas, no mesmo “spot”, e essas mesmas enzimas foram também 

identificadas num unico “spot” no mapa proteômico de vesículas de membrana de borda 

em escova do intestino de A. aegypti (Popova-Butler et al, 2009), o que apóia a provável 

interação funcional entre essas enzimas. Recentemente, a enzima ciclohex-1-ene-1-

carboxil-CoA hidratase foi proposta como parte da via do metabolismo de lipídeos em A. 

albopictus (Reynolds et al, 2012). A quinta rede de interação funcional engloba proteínas 

envolvidas na detoxificação de radicais livres, como a superóxido dismutase, catalase e 

tioredoxina reductase. Estas enzimas têm um papel principal na detoxificação durante a 

ingestão de carboidratos e, além disso, é esperado que o intestino das fêmeas expresse 

constitutivamente esse repertorio de enzimas para lidar com o intenso estresse oxidativo 

gerado durante a digestão e absorção do bolo sanguíneo. De fato, em A. aegypti tem sido 

demonstrado que a expressão de genes que codificam para a tioredoxina reductase e para a 

catalase incrementam após o repasto sanguíneo (Sanders et al, 2003). Ademais, a 

expressão destas enzimas em Chironomus riparius durante estresse por poluentes 

ambientais tais como cloreto de cadmio, tem sido proposta como um biomarcador de 

exposição para estes contaminantes (Nair et al, 2011; 2012). O restante das proteínas 

identificadas no mapa de 2DE, incluindo as serino-peptidases, aparece como componentes 

isolados na rede de associação funcional. 

 

 As proteínas classificadas na categoria de “processo biológico desconhecido” 

foram submetidas individualmente à análise de associação funcional na tentativa de obter 

mais informação sobre a sua função potencial. Contudo, não se obtiveram associações 

preditas para quatro (AAEL000757, AAEL005270, AAEL011268 e AAEL011741) das 

nove proteínas classificadas nessa categoria. Já para a proteína hipotética AAEL015064, 

STRING prediz associações confiáveis com proteínas da via SUMO (pela sigla em inglês 

correspondente a “small ubiquitin-related modifier”), uma modificação pós-traducional 

que regula diversos processos celulares, tais como transporte núcleo-citosol, apoptose, 

transcrição, localização subcelular, progressão do ciclo celular e diferenciação (Hay 2005). 
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Então, neste trabalho, identificamos uma proteína conservada que tem um papel na via da 

SUMOilação. 

  

 A proteína lactoilglutationa liase (AAEL014393) exibiu interações funcionais com 

proteínas que participam do metabolismo do piruvato e com proteínas do metabolismo da 

treonina. Por sua vez, o fator de dissociação de guanina rho (AAEL012996) exibiu 

associações funcionais com GTPases da subfamília Rho, as quais estão envolvidas em 

varias vias de sinalização que regulam a progressão do ciclo celular e a morfogênese dos 

tecidos (Settleman, 2001; Pirraglia et al, 2010). Também tem sido demonstrado que 

GTPases rac participam na resposta imune antiparasitária de Drosophila sp (Xavier et al, 

2011). Finalmente, embora não tenha sido possível predizer associações para a proteína de 

união a fosfatidil-etanolamina (AAEL011268), esta proteína tem sido relacionada com um 

efeito protetor contra infecções bacterianas em Drosophila sp (Reumer et al, 2011). 

 

 Em conjunto, os resultados obtidos aqui mostram que a análise de subproteomas 

permite que se atribua localizações anatômicas específicas a proteínas de função 

desconhecida. Além disso, a mineração dos dados permitiu que se atribuísse potenciais 

funções a essas proteínas, com base nas predições de interação funcional. Estes resultados 

provêem, pela primeira vez, evidencia sobre a expressão e a localização de proteínas que 

foram em principio categorizadas como hipotéticas, validando, portanto, as predições feitas 

previamente para as seqüências de genoma de A. aegypti. O mapa preliminar de proteínas 

de intestino de A. albopictus permitirá futuras comparações da expressão gênica do 

intestino de fêmeas alimentadas com sangue, tornando possível a identificação de proteínas 

que são exclusivamente expressas sob uma condição específica de alimentação. 

 

 Nossos achados representam o primeiro mapa proteômico do intestino médio de A. 

albopictus e representa o primeiro passo para a completa descrição proteômica deste 

órgão. Além disso, nossos dados contribuíram para a anotação funcional dos genomas do 

gênero Aedes usando dados proteômicos baseados em espectrometria de massas em 

combinação com métodos complementares de predição gênica. 

 

 Com relação à análise do perfil proteolítico desse órgão, o ensaio de enzimografia 

permitiu a visualização das peptidases ativas e a caracterização da sua relativa mobilidade 
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eletroforética. Estes experimentos mostraram que o intestino apresenta um complexo perfil 

de peptidases ativas composto por mais de 11 bandas de atividade proteolítica. Uma 

comparação entre o perfil de peptidases de intestino de adulto, obtido neste trabalho e 

aquele de larvas e pupa de A. albopictus (Saboia-Vahia et al, 2012), revela um padrão 

similar de bandas de atividade enzimática. Esses achados sugerem que as peptidases 

expressas como parte da maquinaria proteolítica dos adultos são já expressas nos estádios 

pré-imaginais, onde desenvolvem um papel primordial na digestão. Dado que neste 

trabalho foram usadas fêmeas alimentadas com açúcar, é possível sugerir que o perfil 

proteolítico detectado aqui é constitutivamente expresso pelo mosquito durante seu ciclo 

de vida. Contudo, as peptidases larvais foram detectadas após 2h de reação, indicando que 

essas enzimas são mais ativas que àquelas detectadas na fêmea adulta. Uma redução na 

expressão de peptidases ativas envolvidas na digestão após a última ecdise larval tem sido 

reportada para A. aegypti e A. albopictus (Yang et al, 1971; Borovsky et al, 2004).  

 

 Em fêmeas, de A. aegypti alimentadas com açúcar, a expressão ao nível 

transcripcional de serino-peptidases do tipo tripsina (“early tripsina”) tem sido associada à 

ativação de outras enzimas digestivas ou outras isoformas de tripsina que seriam somente 

expressas após a ingestão de sangue (Noriega et al, 1996; Noriega et al, 1999; Muhlia-

Almazán et al, 2008). Análise transcriptómica de A. aegypti revelou que adultos expressam 

exclusivamente 15 genes de tripsina, quando comparados com larvas, e compartilham a 

expressão de 39 genes codificantes para tripsina com aqueles expressos pelas formas pré-

imaginais (Venancio et al, 2009).  

 

 Foi aqui observado que as atividades proteolíticas do intestino médio são 

moduladas pelo pH do tampão de reação. Pouca ou nenhuma atividade foi detectada em 

pH ácido, de 3.5. Por outro lado, apesar das atividades terem sido detectadas a partir de pH 

5.5, a intensidade destas atividades foi aumentando a pH alcalino, especificamente entre 

7.5 e 10.0. Embora as atividades ótimas sejam observadas a pH 10.0, varias bandas estão 

sobrepostas nesta faixa, impedindo a correta análise do perfil proteolítico. Por essa razão, 

todos os ensaios subseqüentes foram realizados a pH 7.5. O efeito do pH sobre as 

atividades de peptidases foi corroborado em ensaios em solução usando substrato 

fluorescente, observando-se que o intestino de fêmea adulta tem atividades ótimas a pH 

alcalino, similar ao resultado obtido previamente para larvas e pupa (Saboia-Vahia et al, 
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2012). Esta característica também tem sido reportada para outros Díptera, tais como Culex 

quinquefasciatus (Borges-Veloso et al, 2012) e L. longipalpis (Fazito-do-Vale et al, 2007), 

tanto em ensaios em gel quanto em ensaios usando substrato em solução. De acordo com 

reportes prévios, as atividades enzimáticas envolvidas em processos de digestão 

apresentam ótimas atividades a pH alcalino (Ho et al, 1992; Yang et al,1971; Borovsky et 

al, 2004).  

 

 Os ensaios de inibição usando inibidores específicos para distintas classes de 

peptidases mostraram que as atividades proteolíticas detectadas no intestino de fêmeas de 

A. albopictus foram principalmente inibidas por PMSF e TLCK. PMSF inibe serino 

peptidases em geral, ao passo que TLCK inibe exclusivamente as serino-peptidases do tipo 

tripsina. Então, estes resultados mostram que as peptidases observadas são principalmente 

devidas a serino-peptidases do tipo tripsina. Extratos protéicos de intestino foram também 

submetidos a ensaios de degradação proteolítica em solução usando inibidores específicos 

de peptidases. Estes ensaios corroboraram os resultados obtidos em gel, mas observou-se 

uma ligeira inibição pelo inibidor de cisteíno peptidases E-64, a qual não foi significativa. 

A ocorrência de serino-peptidases do tipo tripsina tem sido descrita em larvas de A. aegypti 

e A. albopictus usando tanto ensaios em solução (Ho et al, 1992; Yang et al,1971) como 

análises enzimográficas (Saboia-Vahia et al, 2012; Mesquita-Rodrigues et al, 2011). As 

principais peptidases detectadas em outras espécies da ordem Díptera também pertencem à 

classe das serino-peptidases (Fazito-do-Vale et al, 2007, Tabouret et al, 2003; Pires et al, 

2007). 

 

 Três “spots” contendo serino-peptidases do tipo tripsina e quimotripsina foram 

identificados por similaridade com as seqüências de A. aegypti no mapa 2DE de intestino 

medio de A. albopictus. Estas identificações foram feitas usando dois motores de busca 

distintos, MASCOT e OMSSA, e ambos coincidiram nas identificações. Uma tripsina 

(AAEL006425), uma tripsina alfa (AAEL008079) e uma quimiotripsina (AAEL009680) 

foram identificadas. Quando foram comparadas as massas moleculares das proteínas 

identificadas por 2DE com as massas das peptidases observadas na enzimografia, vemos 

que correspondem com bandas proteolíticas específicas. Contudo, não foi observada 

atividade proteolítica de quimiotripsina nos géis enzimógraficos, nem nos ensaios em 

solução, sugerindo que a quimiotripsina identificada nos géis 2DE pode: (i) ser expressa 
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neste órgão, mas ter uma baixa atividade que não é detectada pelos ensaios aqui usados; 

(ii) não estar ativa na condição estudada (alimentação com açúcar); (iii) não apresentar 

afinidade pelos substratos usados nos ensaios; (iv) ser expressa em baixa abundancia nesse 

órgão, o que dificultaria a detecção de sua atividade na enzimografia.  

 

 O alinhamento das sequencias dos dois genes de tripsina identificados revela que os 

genes apresentam pouquíssima similaridade entre eles. Tem sido reportado que o genoma 

de A. aegypti codifica para 380 serino-peptidases do tipo tripsina, constituindo uma das 

maiores famílias gênicas em mosquitos (Wu et al, 2009). Não obstante, a interrogação da 

base de dados VectorBase usando as palavras “trypsin” ou “chymotrypsin” revela 80 genes 

codificantes para tripsina e cinco codificantes para quimiotripsina em A. aegypti, entre os 

quais se encontram listados os genes identificados nesta tese.  

 

 Os resultados obtidos nos permitiram atribuir de maneira confiável um local de 

expressão para os genes de tripsina (AAEL006425), tripsina alfa (AAEL008079) e 

quimiotripsina (AAEL009680). Em outras palavras, pode-se afirmar que os genes acima 

mencionados são expressos no intestino de fêmeas adultas de A. albopictus alimentadas 

com açúcar. Este achado representa um pequeno, mas importante passo, para a atribuição 

funcional, ao nível de proteína, de genes codificantes para serino-peptidases do tipo 

tripsina e quimiotripsina no gênero Aedes. 

 

 



Conclusões 

6 – CONCLUSÕES 
 

6.1 – Os perfis de atividades proteolíticas dos quatro estádios larvais de Aedes aegypti e 

Aedes albopictus, detectados por enzimografia em SDS-PAGE co-polimerizado com 

gelatina, são compostos por pelo menos oito bandas de atividade que apresentam distintas 

cinéticas de reação, sendo detectadas após uma hora de reação para A. aegypti e após duas 

horas para A. albopictus.  

 

6.2 – As peptidases dos estágios larvais de ambas as espécies são ativas em uma ampla 

faixa de pH, de 3,5 a 10, apresentando ótimas atividades a pH alcalino.  

 

6.3 – Há diferenças qualitativas e quantitativas entre os perfis proteolíticos das larvas de A. 

aegypti e A. albopictus, as quais provavelmente se originam a partir da expressão 

diferencial de isoformas das peptidases.  

 

6.4 – O perfil proteolítico dos quatro estádios larvais de A. aegypti e A. albopictus é estável 

e provavelmente está, em grande parte, relacionado à alta atividade digestiva do estágio 

larval.  

 

6.5 – As peptidases dos quatro estádios larvais de A. aegypti e A. albopictus apresentam 

ampla estabilidade térmica, sendo ativas entre 10 °C – 85 °C, com atividade ótima entre 50 

°C – 60 °C.  

 

6.6 – A atividade proteolítica em pupas de ambas as espécies diminui drasticamente 

quando comparada, sob mesmas condições de reação, às atividades proteolíticas de larvas.  

 

6.7 – Os perfis proteolíticos de pupa de A. aegypti e A. albopictus (i) apresentam cerca 11 e 

oito bandas de atividade, respectivamente; (ii) exibem distintas cinéticas de reação, sendo 

detectadas após 24 e 36 horas, respectivamente; (iii) apresentam diferenças qualitativas e 

quantitativas; e (iv) estão relacionados a processos distintos à nutrição, provavelmente a 

funções histolíticas. 
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6.8 - As atividades proteolíticas dos quatro estádios larvais e pupas de A. aegypti e A. 

albopictus são devidas, principalmente, a serino proteases do tipo tripsina. 

6.9 – A presença de bandas proteolíticas compartilhadas nos distintos estágios evolutivos 

de cada espécie sugere a expressão de isoformas de peptidases com funções similares 

durante o ciclo evolutivo dos mosquitos.  

 

6.10 - A expressão diferencial de isoformas de peptidases em larvas, pupas de A. aegypti e 

A. albopictus permite distinguir fenotípicamente estas duas espécies, sugerindo que a 

enzimografia é uma técnica que pode ser usada como ferramenta para análise taxonômica, 

pelo menos na família Culicidae.  

 

6.11 – Os ovos de ambas as espécies expressam um perfil proteolítico com similaridade 

qualitativa e quantitativa àquele exibido pelas larvas das respectivas espécies.  

 

6.12 – O mapa proteico parcial do intestino médio de fêmeas de A. albopictus alimentadas 

com açúcar, obtido por 2DE em 7 cm e pH 3-10 não linear, contém aproximadamente 340 

“spots” proteicos.  

 

6.13 - 59 proteínas foram identificadas por similaridade com as sequencias de genoma de 

A. aegypti, incluindo três serino-peptidases.  

 

6.14 – As categorias mais abundantes de proteínas identificadas no intestino médio foram 

aquelas que agrupam proteínas do metabolismo de aminoácidos, e proteínas envolvidas na 

homeostase redox. 

 

6.15 – Os três “spots” contendo serino-peptidases correspondem ao gene AAEL006425 de 

tripsina, o gene AAEL008079 de tripsina alfa e o gene AAEL009680 de quimotripsina. O 

local de expressão destes genes pôde ser atribuído ao intestino médio.  

 

6.16 - O perfil de atividade proteolítica do intestino médio de Aedes albopictus, detectado 

por enzimografia, é composto por pelo menos onze bandas de atividade com um cinética 

própria de reação, sendo detectadas após duas horas.  
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6.17 - As massas moleculares das serino-peptidases identificadas por 2DE correspondem 

com as massas de algumas das bandas de atividade proteolítica observadas na 

enzimografia, sugerindo que pode se tratar das mesmas enzimas.  
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