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RESUMO

MARIO, L. C. Isolamento e caracterizacdo de células indiferenciadas de ovos
embrionados de Aedes aegypti (Linnaeus 1762). [Isolation and characterization of
undifferentiated cells of embryonated eggs from Aedes aegypti (Linnaeus 1762)].
2015. 68 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2015.

Um dos grandes problemas da saude publica no pais esta diretamente ligada a
dengue, uma vez que aproximadamente 550 mil pessoas sdo infectadas
anualmente, e cerca de 20 mil vém a 6bito. Esta doenca é causada pelo virus da
familia Flaviviridae, transmitido pela fémea ao hospedeiro durante o repasto
sanguineo. Este projeto teve como objetivo isolar e caracterizar células
indiferenciadas de ovos embrionados e do tubo digestivo de larvas em quarto instar
de Aedes aegypti, como fonte de pesquisa na area de biologia celular e estrutural
destes vetores. Mediante cultura celular, as células foram isoladas e recultivadas
em meio de cultura DMEM-High, e temperatura de 28 °C. As seguintes analises
foram feitas: morfologia celular, ciclo celular, testes de imunofenotipagem pelo
método de citometria de fluxo e analise de imunohistoquimica. As células de Aedes
aegypti analisadas pela morfologia celular, apresentaram formato globoide, tamanho
pequeno e populacao heterogénica. A analise das fases do ciclo Sub-G1, GO-G1, S
e G2-M ap06s cultura primaria de ovos embrionados atingiram (27,5%; 68%; 30,2% e
1,9%, respectivamente). ApGs 24 horas atingiram (10%; 92,4%; 6,2% e 0,6%,
respectivamente). A analise de imunofenotipagem realizada pelo método de
citometria de fluxo demonstrou em ovos embrionados, marcacdes positivas para
pluripotencia, assim como baixa expressao para Oct 3/4, e alta expresséo para o
(Sox2). As células mesenquimais tiveram alta expresséo para os marcadores (Stro-
1, Vimentina e Nestin). O marcador de morte celular por apoptose (Caspase3), teve
alta expressao nas células cultivadas, enquanto que os marcadores endossomicos
especificos para células de insetos (Anti GM130 e Anti RAB-5) também foram
altamente expressos. Na cultura celular derivada do tubo digestivo de larvas de
Aedes aegypti, as analises dos marcadores para pluripotencia tais como Oct 3/4 nao
demonstrou expressao, entretanto, o marcador Sox2 foi altamente expresso na

cultura. Para as células mesenquimais ndo houve expressdao de nenhum marcador



utilizado, ou seja, (Stro-1, Vimentina e Nestin). No entanto para o marcador de morte
celular por apoptose (Caspase 3) as células em cultura demonstraram alta
expressao, enquanto que para os marcadores endossomicos especificos de insetos
0s mesmos foram altamente marcados. O teste de imunohistoquimica realizado em
ovos embrionados no final do periodo embrionario demonstrou que as células
tinham potencial ploriferativo mediante marcacao positiva para PCNA. As células
pluripotentes foram pouco expressas pelos marcadores Nanog, Oct 3/4, e muito
expressas pelo marcador Sox2. As células de origem mesenquimais foram
altamente expressas pelos marcadores SSEA-4, Stro-1, Vimentina e Nestin assim
como para os marcadores endossomicos especificos para células de insetos, 0s
quais demonstraram alta expressdo nas células de embribes de Aedes. Sendo
assim, conclui-se que tanto ovos embrionados quanto larvas de quarto instar de
Aedes aegypti possuem células indiferenciadas, com grande potencial para estudos

com biologia molecular, visando o controle biol6gico deste vetor.

Palavras-chave: Aedes aegypti. Dengue. Cultivo celular. Células-tronco.



ABSTRACT

MARIO, L. C. Isolation and characterization of undifferentiated cells of
embryonated eggs from Aedes aegypti (Linnaeus 1762). [Isolamento e
caracterizacdo de células indiferenciadas de ovos embrionados de Aedes aegypti
(Linnaeus 1762)]. 2015. 68 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2015.

A major problem of public health in the country is directly linked to dengue, as
approximately 550 million people are infected annually, and about 20,000 have died.
This disease is caused by the virus of the Flaviviridae family, transmitted by the
female to the host during blood feeding. This project aimed to isolate and
characterize stem cells from fertilized eggs and larvae gut fourth instar Aedes
aegypti, as a source of research in cell biology and structural area of these vectors.
Upon cell culture, the cells were isolated and recultured in DMEM-high culture
temperature and 28 ° C. The following analyzes were performed: cell morphology,
cell cycle tests immunophenotyping by flow cytometry and immunohistochemistry
analysis. The Aedes aegypti cells analyzed by cell morphology showed globular
shape, small size and heterogenic population. The analysis of sub-G1 phase of the
cycle, GO, G1, S and G2-M after primary culture reached embryonated eggs (27.5%,
68%, 30.2% and 1.9%, respectively). Achieved after 24 hours (10%, 92.4%, 6.2%
and 0.6%, respectively). Immunophenotyping analysis by flow cytometry
demonstrated in embryonated eggs, positive for pluripotency markers, as well as low
expression of Oct 3/4 and high expression for the (Sox2). The mesenchymal cells
had high expression for markers (Stro-1, vimentin and Nestin). The marker of cell
death by apoptosis (Caspase3) had high expression in cultured cells, whereas the
endosomal markers specific for insect cells (GM130 and Anti-Anti RAB 5) were also
highly expressed. In cell culture derived from the gut of larvae of Aedes aegypti, the
analysis of pluripotency markers such as Oct for 3/4 showed no expression,
however, the marker Sox2 was highly expressed in the culture. For mesenchymal
cells no expression of any label used, ie (Stro-1, Nestin and vimentin). However
marker for cell death by apoptosis (caspase 3) cells in culture showed high
expression, whereas for the specific endosomal markers insects they were highly
labeled. The immunohistochemistry test on embryonated eggs at the end of the
incubation period the cells have demonstrated potential ploriferativo by positive

staining for PCNA. Pluripotent cells were slightly expressed by markers Nanog, Oct



3/4, Sox2, and expressed by the marker. The cells of mesenchymal origin were
highly expressed by SSEA-4 markers, Stro-1, Nestin and vimentin as well as the
specific endosomal markers for insect cells, which showed high expression in cells of
Aedes embryos. Therefore, it is concluded that both embryonated eggs as room
instar larvae of Aedes aegypti have undifferentiated cells, with great potential for
studies of molecular biology, targeting the biological control of this vector.

Keyword: Aedes aegypti. Dengue. Cell culture. Stem cells.
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1 INTRODUCAO

A partir do século XIX varias hipoteses relacionadas a participacao de insetos da
familia Culicidae, como transmissores de infec¢des, vém sendo descritas. Desde
entdo o0 numero de pesquisas sobre estes Dipteros tem aumentado
consideravelmente, sendo que aqueles pertencentes ao filo Artropodes constituem o
maior grupo de pesquisa na atualidade (FORRATTINI, 2002).

A dengue € uma doenca emergente que se espalha pelo mundo em um ritmo
muito acelerado. Cerca de 100 milhGes de pessoas sdo infectadas anualmente e
destas cerca de 20 mil vem a O6bito. Dengue € uma doenca em expansao,
necessitando cada vez mais do auxilio financeiro do setor da saude. Em 2013
ocorreu uma grande epidemia no Brasil, e o Ministério da Saude investiu um total de
173 milhdes no combate a esta doenca. Em 2014 até o més de julho foram
registrados 688.287 casos de dengue no pais. A regido do pais onde a doenca foi
predominante foi 0 Sudeste com 57,8% dos casos comparados com os demais. Em
seguida surge a regido Centro-Oeste com 18,2% dos casos, Nordeste, 12,3%; Sul,
6,8% e Norte, 4,9% (MENDONCA et al., 2003; BARROS et al., 2007; BRASIL,
2009; BRASIL, 2014).

No Brasil, nos ultimos dez anos, foram verificados cerca de 82.039 casos graves
da doenca, sendo que 2.931 pessoas vieram a oObito (BRASIL, 2013). De janeiro a
abril de 2012, foram notificados 74 oObitos por dengue. No mesmo periodo do ano de
2011, o namero de mortes foi 80,2% maior, comparado a 2012, sendo um total de
374. Os casos relatados da doenca nos quatro primeiros meses de 2012 também
foram menores relacionados ao mesmo periodo de 2011. Em 2011 os casos da
doenca chegaram a 507.798, e no ano de 2012 este valor reduziu para 286.011,
uma queda de 43,7% comparada ao ano anterior. Mesmo assim estes valores séao
elevados para esta doenca. Atualmente o pais gasta em média cerca de 800
milhées anualmente no combate a dengue (BRASIL, 2013)

Sabe-se que o maior vetor da dengue é o Aedes aegypti, 0 agente etioldgico
€ um arbovirus do género Flavivirus, pertencente a familia Flaviviridae (BARROS,
2007), transmitido pela fémea ao hospedeiro durante o repasto sanguineo (GLUBER
et al., 2001). Este virus possui quatro sorotipos, o DENV1, DENV2, DENV3 e

DENV4. A circulacdo simultanea de diferentes sorotipos acaba por aumentar as
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infecgbes sucessivas, favorecendo assim o aparecimento de novas formas clinicas
mais graves da doenca, como foi evidenciado, pela presenca de formas
hemorragicas apoés a introducdo do DEN-2 (GUSMAN, 2010; PESSOA et al., 2005).
Outra espécie que também é responsavel pela transmissdo desta enfermidade é o
mosquito Aedes albopictus mais comumente encontrado em florestas e zona rurais.
Suas fémeas apresentam os mesmos padrées do Aedes aegypti, porém com uma
ressalva, além de sangue humano, suas fémeas também se alimentam de sangue
animal (GUZMAN; KOURI, 2001).

Outra enfermidade causada pelo mesmo mosquito transmissor da dengue é a
febre da Chikungunya, doenga com caracteristicas muito semelhantes as
encontradas na dengue, porém o arbovirus transmissor da mesma pertence a
familia Togaviridae (KUNIHOLM et al., 2006). Em 2014, segundo dados da
Organizacdo Pan-Americana da Saude, 33 paises das Américas foram notificados
como transmissores desta doencga, totalizando 570.972 casos suspeitos
(ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DE SAUDE 2014).

Para entender melhor o funcionamento do organismo dos insetos, varias
pesquisas vem sendo realizadas, linhagens celulares tém sido estudadas desde o
primeiro isolamento celular, realizada por Grace (1959). As populacdes de células
tronco de insetos apesar de serem distintas quanto as espécies e os tecidos,
apresentam caracteristicas semelhantes em seu desenvolvimento (GRACE, 1959;
WONG et al., 2005; NYSTUL, 2006).

Estudos realizados recentemente com células-tronco de insetos foram
descritas em varios tecidos, porém os tipos celulares mais estudados sao células-
tronco de intestino médio (LOEB et al., 1996; LOEB et al., 1999; LOEB et al., 2003;
MICCHELLI; PERRIMON, 2006; OHLSTEIN; SPRADLING, 2006; BATON;
RANFORD-CARTWRIGHT, 2007; HAKIM et al.,, 2009; NARDI et al., 2010;
NAVASCUES et al., 2012), e do foliculo ovariano (PETERSON et al.; 2003;
SWEVERS; IATROU, 2003; SWEVERS et al., 2005; BELLES; PIULACHS, 2014; JIA
et al.,, 2014 ) tanto em células embrionarias como também em adultas a partir de
uma vasta diversidade de insetos.

As células-tronco séo células indiferenciadas, precursoras que tem a
capacidade de se diferenciar em um tecido, tem como repor algumas populacdes de
células-tronco quando necessario. Existem varios tipos de células-tronco, sendo a

mais simples Unipotente, que pode se diferenciar em apenas um tipo celular
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especifico (LI; XIE, 2005). As células germinativas sdo aquelas responsaveis pela
formacdo de gametas e também pela auto-renovacédo celular, (EXTAVOUR et al.,
2003). As células embrionarias sdo derivadas da massa interna do blastocisto, e tem
grande capacidade proliferativa (RAFF, 2003). Este tipo celular € muito utilizado para
producdo de linhagens celulares in vitro em pesquisas (SCHNEIDER, 1972). As
células multipotentes sdo aquelas com capacidade limitada de diferenciacéo
(KULTERER et al., 2007). Em insetos as células-tronco multipotentes ndo sao muito
definidas assim como nos mamiferos. Dentre elas incluem-se as linhagens celulares
neurais, hematopoéticas, e as células-tronco epiteliais do intestino médio. Estas
células apresentam duas fases bem marcantes, células imaturas e as adultas
(RAFF, 2003). Por fim, as células com maior grau de diferenciacdo sédo as células
totipotentes, que podem dar origem a todas as células do embrido, bem como dos
seus anexos embrionarios (SMITH, 2001).

Devido aos dados mencionados acima, a dengue € uma doenca em
expansdo, necessitando muito de auxilio do setor da saude. Por este fato,
investimentos em novas pesquisas nas areas de engenharia genética e biologia
molecular dos vetores transmissores devem ser realizados. A cultura de células
embrionarias do mosquito Aedes aegypti, pode contribuir para novas estratégias no
desenvolvimento de novos medicamentos e terapias especificas ainda néao
existentes.

No presente projeto, objetiva-se obter e caracterizar células indiferenciadas
de insetos, como fonte de estudo para a biologia celular e estrutural. Por estarem
envolvidas no desenvolvimento e no controle da infeccdo pelo virus, estudos com
essas células representam uma ferramenta importante para a biotecnologia, com

consequentes informagdes inovadoras a saude publica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 BIOLOGIA DA ESPECIE

Atualmente, mais de trés mil espécies de mosquitos sdo conhecidos,
dispersos por todo o mundo, com excecdo da Antartica que é um continente
congelado (FORRATINI, 2002).

O género Aedes, pertence a ordem Diptera, subordem Nematocera, familia
Culicidae, subfamilia Culicinae. Esta subfamilia & considerada a maior existente,
reunindo 10 tribos e 34 géneros distintos, sendo sete tribos e 18 géneros de
ocorréncia no Brasil, dentre eles 0 género Aedes (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

A tribo a qual pertence o género Aedes chama-se Aedini, e nela estdo
inclusos mais dois géneros que ocorrem no Brasil, o Psorophora e Haetnagogus.
Nesta tribo estdo agrupadas dezenas de espécies cujos habitos diferem bastante
entre si. Contudo, boa parte dos Aedini é de hébito diurno ou crepuscular vespertino
(CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). Este inseto é considerado um mosquito tropical e
subtropical, caracterizando-se como um inseto de clima quente, também ja foi
encontrado em regides de baixa temperatura, como nos Estados Unidos. Nesses
casos acredita-se que o0 inseto figue em locais protegidos esperando que a
temperatura aumente (FORATTINI, 2002).

A espécie Aedes aegypti é caracterizada por um alto nivel adaptativo ao
ambiente urbano (SILVA, 1998; LIMA-CAMARA et al., 2006); este fato ocorre devido
a fémea necessitar de hospedeiros para seu repasto sanguineo (FORATTINI, 2002).
Suas espécies sdo muito agressivas e oportunistas, depositando seus ovos
isoladamente sobre a superficie liquida ou em um substrato umido, proximo a agua
ou em local inundavel (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). No Brasil, todos os estados
apresentam altos indices de disseminacdo de Aedes aegypti sendo muito
susceptiveis ao virus da dengue (LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 2004).

Os insetos se reproduzem através de feromdnios sexuais, 0S quais Sao
detectados pelo individuo do sexo oposto de cada espécie. Essa substancia,
qguando liberada, é um sinal de inicio do periodo reprodutivo destes animais
(ZARBIN et al., 1998).
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Véarias espécies do género Aedes, Psorophora e Haetnagogus produzem
ovos resistentes a dessecagcdo (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). A oviposi¢cao ocorre
no periodo diurno com um pico matutino (6 h e 8h), e um pico vespertino (16h as
18h) (GOMES et al., 2006). Uma fémea ndo tem um numero constante de ovos
liberados por dia, sendo dependente da quantidade de sangue que ela vai ingerir. A
média da quantidade diaria de ovos é em torno de 120 (FORATTINI, 2002).

Os criadouros destes ovos, representados pelas pocas de agua e pelos
recipientes naturais e artificiais, sdo preenchidos quase somente na época chuvosa.
Com o aumento da precipitacdo pluviométrica, simultdnea as ascensdes térmicas
que precedem a chegada do verdo e que se mantém durante esta estacdo, estes
criadouros passam a ser ciclicamente reabastecidos de agua, desencadeando o
processo de eclosdo dos ovos depositados ali meses antes. Assim, as chuvas
influenciam positivamente na densidade desses insetos, elevando-a enormemente
nessas ocasioes (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

Neste caso, apos o periodo necessario para o desenvolvimento embrionario
inicial, passado em ambiente ainda umido, os ovos podem permanecer mais de um
ano em locais secos (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). O Aedes aegypti possui um ciclo
de vida do tipo holometabolo, ou seja, durante seu desenvolvimento o inseto passa
por quatro estagios (ovo, quatro instares larvais, pupa e adulto) com forma de
alimentacédo e habitat distintos (LOZOVEI, 2001).

A ecloséo das larvas ocorre de dois a trés dias ap0s a oviposicdo, caso as
condi¢cdes ambientais sejam favoraveis, e tem como principal estimulo o contato com
a agua do criadouro (FORATTINI, 2002; VITAL et al., 2010). As formas imaturas se
desenvolvem em agua doce e parada, com pouca matéria organica em
decomposicdo (CONSOLI; OLIVEIRA 1994).

As larvas nascem facilmente, com um posterior contato dos ovos com a
agua. Devido a essa caracteristica, os insetos da tribo Aedini tém os criadouros
transitorios, que sdo condicionados diretamente pelas chuvas, como 0s seus
preferenciais. Decorrente disso, sua populacdo de alados sofre flutuacdo grande e
abrupta de densidade no ciclo anual, isto é, seu ciclo anual € controlado pela
guantidade de chuvas e pela temperatura ambiente. (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

As larvas de Aedes apresentam sifdo curto, quase conico, geralmente bem

escurecido, constituida de apenas um par de pélos, embora quase sempre multiplos
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e desenvolvidos. A sela do segmento X é geralmente incompleta (CONSOLI,
OLIVEIRA, 1994).

Outra espécie muito estudada é o Aedes albopictus que assim como o Aedes
aegypti também transmite o virus da dengue, apenas com uma diferenca, as fémeas
do vetor além de sangue humano também se alimentam de sangue animal
(GUZMAN; KOURI, 2004).

2.2 DOENCA DENGUE

Primariamente o virus da dengue era mantido em ciclos de transmissao
silvestres, envolvendo primatas inferiores e os mosquitos Aedes aegypti, na Asia e
na Africa. Ele se adaptou ao ambiente urbano, principalmente em areas tropicais.
Durante o século XX, a transmissao do virus da dengue tornou um grande problema
para a saude publica (GUBLER, 2001; BARRETO; TEIXEIRA 2008).

A dengue € uma infeccdo preocupante, de alto poder disseminativo, seus
virus circulam pelos cinco continentes e tem um alto potencial para causar a forma
grave da doenca que pode ser letal (HALSTEAD, 1997; TAUIL, 2002).

Existem quatro tipos diferentes do virus da dengue, os sorotipos DENV |,
DENV II, DENV Il e DENV IV, pertencentes ao género Flavivirus (COSTA et al.,
2009).

Mais de 90% das doencas vinculadas ao homem por insetos ocorrem nas
regides tropicais (ARAUJO, 2009) e a incidéncia do caso de dengue tem aumentado
muito nos paises tropicais e subtropicais, como € o caso das Américas, aumentado
significativamente. Os casos fatais da doenga tém sido mais comuns no sudeste da
Asia e no oeste do Pacifico. Isso se relaciona com o crescimento da urbanizacéo
ndo planejada, resultando em grande impacto ambiental, quanto a deterioragdo dos
sistemas de saude e facilidade de disseminacdo de genotipos virais mais virulentos
em individuos mais susceptiveis (GUZMAN; KOURI, 2001).

Quando uma pessoa é infectada pelo virus, em torno de 3 a 14 dias ocorre o
periodo de incubacédo, onde o individuo fica sem sintomas, apenas procedendo aos
primeiros episodios de febre (GUBLER, 2001). O periodo de viremia, ou seja, 0

periodo onde o virus pode ser isolado do sangue circulante comeca dois dias antes
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do sintoma e vai até cinco ou seis dias ap0s 0s quais ocorrem clearence da
circulacdo e aparecimento de anticorpos neutralizantes (FONSECA; FONSECA,
2002).

2.3 DOENCA CHIKUNGUNYA

Esta doenca é causada por um virus de RNA (CHIK V) do género Alphavirus,
sendo transmitido para o ser humano pela fémea do mosquito do género Aedes
durante seu repasto sanguineo, assim como a dengue (BRASIL, 2010).

A febre de Chikungunya foi constatada no pais pela primeira vez em 2010
(BRASIL, 2010), transmitida por pacientes oriundos de locais infectados. Porém,
apenas em setembro de 2014, o Ministério da Saude lancou dados endémicos da
doenca no Brasil. Foram registrados 79 casos, 41 autoctones, ou seja, pessoas que
se infectaram com o virus, sem terem estado nos locais onde a doenca ja existia, e
38 casos de pessoas que viajaram para fora do Brasil, para lugares com infestacéo
da doenca (BRASIL, 2014). Tanto o mosquito Aedes aegypti quanto o Aedes
albopctus séo transmissores da febre de Chikungunya nas Américas, nas diferentes
regides do continente (BRASIL, 2010).

2.4 CULTIVO DE CELULAS DE INSETOS

No Brasil muitas pesquisas estdo sendo realizadas com o uso de patdgenos
como é o caso do baculovirus, que causam doencas fatais a esses organismos.
Baculovirus sdo partes integrantes do ecossistema e tém importancia significativa na
regulacéo da populacao de insetos (SANDERSON et al., 1999).

O primeiro cultivo de células de insetos ocorreu no periodo de 1915/ 1959, e
nesta época, ainda ndo havia uma linhagem de células (GRACE, 1959).

As tentativas iniciais dos cultivos de células de insetos tinham na época
enfoques muito diferentes dos atuais. O interesse pelo cultivo baseava-se no estudo

da fisiologia do inseto, como por exemplo, estudos da gametogénese, morfogénese
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e diferenciagédo, seguidas do estudo da atuagdo de hormdnios em insetos, dentre
outros. Estas células também s&o utilizadas na producdo de proteinas
recombinantes de mamiferos, por serem capaz de realizar modificacoes de poés-
traducdo na complexidade requerida (BATISTA et al., 2003).

Ao contrario de alguns microrganismos, as células de inseto cultivadas néo
sdo capazes de sobreviver de maneira independente em um ambiente que nao
conserve as condi¢des do tecido original, do qual as mesmas sao oriundas, fato que
aumenta a complexidade no entendimento das necessidades do sistema e no
diagndstico de problemas (BATISTA et al., 2003).

As células de insetos, geralmente, sdo cultivadas em suspensao. Portanto, ndo
necessitam de suporte solido, desenvolvendo-se livremente no meio de cultura. Sao
mantidas mediante repiques sucessivos, pela retirada do meio saturado por
metabdlitos e desprovido de nutrientes, e a subsequente adicdo de meio fresco
(BATISTA et al., 2003). Segundo Mitsuhashi (1989) outros fatores que influenciam o
cultivo celular, sdo a temperatura, o pH, a pressdo osmotica, a agitacdo e a
concentracdo de oxigénio dissolvido.

Células de insetos sdo significativamente mais robustas quanto ao cultivo,
principalmente em relagdo a sua manutencao, facilidade de adaptacdo na mudanca
de sistemas aderentes para suspensos, e principalmente por apresentarem maior
resisténcia a estresse ambiental, tais como mudancas de pH e de osmolaridade
(IKONOMOWU et al., 2003).

A osmolaridade pode variar no decorrer do seu crescimento, como resultado de
fatores tais como o acumulo de produtos metabdlicos, a adicdo de agentes anti-
espumantes, a alimentagcédo de nutrientes, entre outros. O emprego de meios com
osmolaridade superior a 400mOsm/kg, costuma resultar em forte estresse osmaotico
para as mesmas (TONSO, 2000).

Dentre os diversos meios de cultivo que podem ser empregados no
desenvolvimento e proliferacédo de células de insetos, destacam-se os meios, Sf900ll
e 0 meio de Grace. Estes meios, quando adequadamente suplementados com soro
fetal bovino, podem ser empregados na cultura de células de insetos, como por
exemplo, os Lepiddpteros e Dipteros (BATISTA et al., 2003).

Um dos meios mais utilizados para o cultivo das células de insetos é o de Grace,
o qual apresenta elevada quantidade de carboidratos (27g/L de sacarose),

empregados na manutencdo adequada da pressao osmotica do meio, de cerca de
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300mOsm/kg. Isso demonstra que as células de inseto podem também tolerar altas
concentracdes de agucares. Os meios de cultura sdo formulados normalmente para
apresentarem valores entre 260 a 330mOsm/kg (FRESNHEY, 1994).

Segundo Batista et al. (2003), o meio Grace pode ser adequadamente
suplementado com soro fetal bovino, e empregado na cultura de células de
lepidépteros e também de alguns dipteros (artrépodes da classe Diptera, como

moscas e mosquitos).

2.5 CELULAS-TRONCO

Células-tronco sdo células indiferenciadas ou com baixo grau de
diferenciacdo, encontradas em tecidos embrionarios e extra-embrionarios. Elas
podem permanecer em estado quiescente até a fase adulta, através da auto-
replicacdo, ou diferenciar-se em diversos tecidos, a partir da expressdo de
determinados genes, e exercer funcbes especificas (SOUZA et al., 2003; ZAGO;
COVAS, 2006).

Segundo Watt e Hogan (2000), o termo células tronco, do inglés “stem cells”,
diz respeito a células precursoras que possuem a capacidade de diferenciacéo e de
auto-renovacao, ilimitadas, podendo dar origem a uma variedade de tipos teciduais.

Muitos tecidos, incluindo as células do sangue, pele, intestino, sao
continuamente mantidos por tecido de células-tronco. Sob certas condi¢cbes, outros
orgdos podem ser reparados utilizando células-tronco como progenitores gerados
pela célula de diferenciacdo (KAI; SPRADLING, 2004).

O ovo de Drosophila forma na extremidade anterior do ovario uma estrutura
chamada germario, a qual abriga a linhagem germinal e as células-tronco somaticas.
No germario, as células germinativas dividem-se assimetricamente e dao origem ao
cistoblasto (ROTH, 2001).
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3 OBJETIVO GERAL

Isolar e caracterizar células indiferenciadas, precursoras da musculatura lisa, da
massa de ovos embrionarios de Aedes aegypti através do desenvolvimento

embrionario, para obtencdo de um modelo de linhagens celulares.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecimento de um protocolo adequado para cultivo de células
embrionérias, expansdo, manutencdo e congelamento desta espécie.

e Realizar micro dissecacao em lupa, para isolar o tubo digestivo de larvas, e
obter células indiferenciadas especificas.

e Utilizar marcadores especificos para isolar e caracterizar as células
indiferenciadas por citometria de fluxo e imunohistoquimica.

e Obter um banco de células tronco embrionarias para sua manutencédo e

expansao.
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4 HIPOTESE

As células indiferenciadas de ovos embrionados e do tubo digestivo de larvas
podem ser isoladas e cultivadas para novas pesquisas envolvendo biologia

molecular.
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5 MATERIAIS E METODOS

Para realizacdo desta pesquisa, foram utilizados ovos embrionados de Aedes
aegypti no final do periodo embrionario. Todo o projeto estava de acordo com as
normas de bioética da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da

Universidade de Sao Paulo.

5.1 COLETA DO MATERIAL

As coletas dos ovos e larvas de Aedes aegypti foram feitas em dois locais, no
criadouro de insetos, instalado na UEMA, Universidade Estadual do Maranh&o, na
cidade de Caxias, no Estado do Maranhdo, cedido pela professora Dra. Valéria
Cristina Soares Pinheiro, diretora do CESC/ UEMA. O material foi coletado em
agosto de 2013 e em fevereiro e agosto de 2014. Depois da coleta, os ovos foram
mantidos a temperatura ambiente para realizagcdo do cultivo celular. A segunda
coleta ocorreu no criadouro de Culicideos do Departamento de Parasitologia
ICB/BMP, cedido pela professora Doutora Margareth de Lara Capurro. O material
(ovos e larvas) foi coletado em fevereiro, agosto e outubro de 2014. Apds as coletas

o material foi mantido em temperatura ambiente para o cultivo celular.

5.2 CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DO EMBRIAO

Para o processamento histolégico, os ovos embrionados foram previamente
fixados em solugdo de formaldeido 10%. Em seguida, sofreram desidratacdo em
uma série de etanois em concentracdes crescentes (de 70 a 100%) cinco minutos
cada, diafanizados em xilol |1 e Il por cinco minutos, e embebidos em parafina
(Histosec® - MERCK, lote K91225309). Na sequéncia, o material foi submetido a
microtomia, obtendo-se cortes de espessura de 3um, em um micrétomo automatico

(Leica, RM2165). Os cortes foram aderidos em laminas histologicas e deixados em
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estufa a 60 °C para serem desparafinizados. Em sequéncia, os cortes foram corados
a partir da técnica de Hematoxilina e Eosina — HE modificada, onde as laminas
foram deixadas em Xilol e na serie crescente de alcool. Na sequéncia as mesmas
permaneceram em agua corrente por cinco minutos. Feito isso, as laminas ficaram 2
minutos e meio na Hematoxilina, e foram lavadas a seguir por cinco minutos em
dgua corrente. ApéOs este procedimento, as laminas permaneceram por dez
segundos na Eosina, para posteriormente passarem um banho em agua, alcool
95%, alcool 100% e alcool 100%. ApoOs este procedimento as mesmas foram
deixadas por deixou um minuto em Xilol-Alcool, e depois mais dois minutos no Xilol |
e Il, feito isso. Realizou-se entdo a montagem das laminas. Por fim, o material foi
analisado e as caracteristicas morfolégicas encontradas foram devidamente

fotodocumentadas em Camera Sony MVC — CD500.

5.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

O material foi primeiramente fixado em glutaraldeido 2%, foi lavado com
solucdo tampéao Cacodilato de sodio, (pH 7,2 ) por trés vezes consecutivas durante
15 minutos. Em seguida realizou-se impregnacdo em osmio a 1% por 1 hora, e,
apos esta sequéncia, foi realizada nova lavagem com solucdo tampao de Cacodilato
de Sdédio por trés vezes de 15 minutos. Em sequéncia, realizou o procedimento de
limpeza do material mediante utilizacdo de um desengordurante/desinfetante,
constituido de hipoclorito de sddio a 2,025%, lauril éter sulfato de s6dio, amina oxida
e hidréxido de sodio, por cinco minutos. Tal procedimento ocorreu com auxilio de
aparelho de ultrassonografia seguido de quatro banhos com duracdo de trés minutos
em agua destilada no ultrassom. Apos verificacdo da condicdo do material em uma
lupa, repetia-se o procedimento. Procedeu-se entdo a desidratacdo em serie
etandica em concentracdo crescente, obedecendo a seguinte sequéncia, 15 minutos
em alcool a 15%, 15 minutos em alcool a 30%, 15minutos em alcool a 50%,
15minutos em alcool a 70% , 15 minutos em alcool a 90% e 15 minutos em alcool a
100%. A secagem do material foi feita mediante a utilizacdo de ponto critico,
utilizando gas carbénico como liquido do fluido de transi¢do. Depois, as estruturas

foram montadas em stubs, seguida da utilizacdo do sistema sputtering para fazer a
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cobertura metélica (ouro). A leitura do material foi realizada em microscépio
eletrdnico de varredura FEI Quanta 250. Estas técnicas foram necesséarias para
identificacdo dos diferentes seguimentos do tubo digestivo bem como da
identificacdo das caracteristicas histologicas deste tecido. Com o auxilio da
microscopia eletronica de varredura pudemos observar as regides bem delimitadas
do tubo digestivo tais como: regido do intestino anterior, médio, tibulos de Malpighi
e intestino posterior. Com a técnica da microscopia de luz, pudemos identificar os
tecidos que compdem o tubo digestivo tais como o tecido epitelial, sua musculatura

e também células-tronco indiferenciadas.

5.4 CULTIVO DO CELULAR

O estabelecimento de cultura priméaria destes ovos foi realizado utilizando-se
protocolo de cultivo celular, para testar o cultivo e a sua viabilidade celular.

Os ovos de Aedes aegypti eram depositados pela fémea, diretamente em um
papel filtro, e apds a coleta, estes eram acondicionados em um gral. Os ovos foram
lavados com solucdo Tween a 20% e 10% por duas vezes respectivamente,
agitando bem antes de cada lavagem, objetivando-se retirar a camada de sujeira
gue se encontrava sobre os ovos. Em seguida quatro lavagens com Solucdo de
Phosphate Buffered Saline (PBS) foram feitas, agitando-as bem em cada lavagem.
Posteriormente, realizou-se uma lavagem com gentamicina e com estreptomicina e
penicilina, deixando agir por cinco minutos cada lavagem. Na sequéncia, 0S 0v0S
foram cobertos por Anfotericina B, deixando a substéncia agir cerca de cinco
minutos. Novas quatro lavagens com solucdo PBS foram feitas depois destes
procedimentos. Em seguida, acrescentava-se 2mL de meio DMEM-High Glucose.
Com o auxilio de um pistilo, os ovos foram macerados, e colocados em cultivo
celular em garrafas pequenas com meio DMEM-High na propor¢do 1 mL de
macerado celular com 3 mL de meio DMEM-High suplementado com 10% de Soro
Fetal Bovino (SFB) e 1% de Antibidtico (Gentamicina, Estreptomicina e Penicilina e
Anfotericina B). Estas garrafas foram acondicionadas e uma estufa com temperatura
de 27°C + 2°C umidificada.
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O cultivo celular do intestino, foi feito a partir de larvas de 3 Instar, estagio
mais visivel para realizar a dissecacdo. Esta foi realizada utilizando-se uma lupa
Laica S6E. As larvas foram sobrepostas a uma lamina de microscopia, na qual adicionava-
se uma gota de solucao salina. Com o auxilio de um estilete cuja ponta formava um angulo
de 90 °, foi possivel segurar a cabeca da larva, e, com mais um alfinete, abrir seu abdémen
para retirada do aparelho digestivo. Na sequéncia, o material era acondicionado em um “cell
strainer”, e lavado por 3 vezes com uma solucéo de antibidtico (Penicilina e Streptomicina e
PBS, numa proporcdo 1:100 respectivamente). Depois das lavagens, os intestinos foram
dispostos em placas de cultivo de 30 mm, com 2 mL de meio DMEM-High. Na sequéncia
com o auxilio de dois alfinetes, foram feitos cortes do material, deixando apenas pequenos
fragmentos para proliferagdo das células. A placa era entdo colocada em uma estufa a uma
temperatura de 27°C £ 2°C umidificada.

5.5 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DAS CELULAS

A morfologia celular foi observada e fotografada utilizando microscopio
invertido NIKON ECLIPSE TS-100 com fase de contraste "Leitz" sistema de video
CCD no aumento de 20 a 40 vezes de ampliacdo. A cultura celular foi observada a
cada 24 horas do cultivo.

5.6 ANALISE DAS FASES DO CICLO CELULAR

Para realizacdo do ciclo celular, foi usado um milh&o de células por amostra,
num total de quatro amostras. As células em cultivo foram centrifugadas durante 10
minutos a 1800 rpm. O sobrenadante descartado e as células ressuspendidas em
tampdo para a retirada da citometria de fluxo (FACS FLOW - BD). Novamente as
células foram centrifugadas durante 3 minutos a 2000 rpm e descartado o
sobrenadante. As células foram cuidadosamente ressuspendidas em 1mL de etanol
70% RNAse (invitrogen, 10777-019, concentracdo 0,3 mg/mL), transferidas para

microtubos e armazenadas a uma temperatura de -4°C. Para o preparo do ciclo
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celular, as células foram centrifugadas a 1200 rpm por cinco minutos com 1 mL de
tampéao Facs (PBS, EDTA 2 mM, SFB 2%). Depois, desprezava-se 0 sobrenadante
e o pellet era ressuspendido em 100 pL de tampéo Facs. Acrescentava-se 10 L de
triton X e 5 puL de lodeto de Propideo (Sigma, P4170, 1mg/ml). As amostras eram
entdo envoltas por papel aluminio e levadas para serem lidas no Citdbmetro de Fluxo
FACS Calibur e analisadas pelo programa Modfit 2.9.

5.7 ANALISES POR IMUNOFENOTIPAGEM PELA CITOMETRIA DE FLUXO

Para cada amostra utilizada na citometria de fluxo, foram usadas um milh&o
de células. ApGs o crescimento e expansao celular, o material era centrifugado a
1500rpm durante 10 minutos, para a formacdo do precipitado celular. Apdés a
centrifugagéo, era descartado o sobrenadante e ressuspendido em 1mL solugdo
salina 0,9% para lavagem. Em seguida o material era centrifugado a 1500rpm
durante 10 minutos. Apdés a centrifugacdo, era descartado novamente o
sobrenadante e acrescentado o tampdo FACsFlow. A suspensdo era entéo
transferida para tubos de citometria, e adicionados os anticorpos especificos: Oct 3/4
(1:100, rabbit, policlonal, antibody ab: 137427); Vimentina (1:100, mouse monoclonal
anti-human antibody: RTU-Vim V9; Novacastra wetzear, Germany) para identificacao
de células mesenquimais; Caspase 3 ( 1:100, mouse-monoclonal, Santa cruz,
antibody sc 271759); Stro-1 Stro-1 (1:100, Mouse-monoclonal 1gG-sc47733, Santa
Cruz Biotechnology, Inc, Europe); Nestin (1:100, mouse-monoclonal, rat -401 sc
33677); Sox2 (1:100, goat polyclonal,y-17, sc 17320 ); HSP70 ( mouse-monoclonal,
SAS antibody ab: 2787); Anti GM 130 ( rabbit-polyclonal, ab: 30637); Anti RAB 5
(rabbit-polyclonal, ab: 31261) .

As analises de expressdo dos marcadores celulares foram realizadas em
Citbmetro de Fluxo FACS Calibur e analisadas pelo programa WinMdi 2.9. A
expressdo destes marcadores foi determinada pela comparagdo com um isétopo
controle marcado com o fluorocromo FITC inespecifico.
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5.8 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram feitas com auxilio do software Graphpad

Prism 5, com um nivel de significancia em 5%.

5.9 IMUNOHISTOQUIMICA

Foram realizadas reacdes de imunohistoquimica em cortes de embrides de
Aedes aegypti para Stro-1 (1:200) (Mouse-monoclonal 1gG-sc47733, Santa Cruz
Biotechnology, Inc, Europe); SSEA-4 (1:200) (Mouse-monoclonal 1gG-sc59368,
Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe ); Nanog (1:200) ( Goatpolyclonal IgG-n-17,
sc30331, Santa cruz Biotechnology, incEurope) e PCNA (1:200, proliferating cell
nuclear antigen, clone PC10, St. Louis, U.S.A). O controle negativo das reacfes
imunohistoquimicas foi realizado utilizando o IgG (Goatanti-Mouse IgG — AP 308F,
Chemicallnternational, Temecula, California, USA).

Os cortes histolégicos foram desparafinizados em xilol, posteriormente
sofreram o bloqueio da peroxidase endégena com 3% de H,O, em etanol 100%, por
20 minutos ao abrigo da luz. Os cortes foram hidratados em concentracdes
decrescentes de etanol, e tratados com tampao citrato 0,1M pH 6,0 e irradiados em
microondas por trés vezes de 60 segundos. Os cortes foram equilibrados em tampéao
fosfato-salina (PBS) 0,1M pH 7,4 com o kit Dako ProteinBlock (X 0909, Dako
Cytomation, Carpinteria, CA, USA) por 20 minutos. As inclusbes com anticorpos
primarios foram realizadas em camara umida overnight a 4°C. Apés esse periodo, 0s
cortes foram lavados em PBS e incubados com o anticorpo secundario conjugado
com peroxidase Kit Dako LSAB (K 0690, Dako Cytomation, Carpinteria, CA, USA)
por 45 minutos, seguido de streptoavidina do mesmo Kit também por 45 minutos. A
reacao foi visualizada pela adicdo do revelador DAB (Revelador Liquido DAB +
SubstrateChromogen System, Dako Cytomation, Carpinteria, CA, USA) por 5-7
minutos, seguido de contra-coloragdo com hematoxilina e montagem em Permount
(Dako Cytomation, Carpinteria, CA, USA).
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6 RESULTADOS

6.1 ANALISES MORFOLOGICAS DO TECIDO EMBRIONARIO DE Aedes aegypti

Mediante analise histolégica realizada nos embrides contidos nos ovos de
Aedes aegypti observou-se que estes se encontravam no final do periodo
embrionério. Eles apresentavam as seguintes divisdes: cabeca, térax e abdémen,
composto por oito segmentos abdominais. Neste estagio os embrides possuem as

mesmas estruturas presentes nas larvas de primeiro instar (Figura 1A).

Figura 1 - Andlise histol6gica de ovos embrionados de Aedes aegypti

Fonte: (MARIO, L. C., 2015)

Legenda: Anadlise histolégica de ovos embrionados de Aedes aegypti. Em A, embrido (E) Aedes
aegypti envolvido pela camada do cérion (Co) e ao seu redor sua a casca (seta). Em B,
observam-se as divisbes do embrido em cabega (cabeca de seta), térax e abddémen
(chave) e a porcao final do embrido (seta). Em C, regido da probdscide (seta), ganglios
esofagicos (cabega de seta). Em D, segmentos toracicos e abdominais (seta), e células
intestinais (cabeca de seta).
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6.2 ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO CELULAR

Os ovos utilizados neste trabalho encontravam-se no final do periodo
embrionario (Figura 2), apresentando em média 1mm de comprimento. Possuiam
formato achatado, e em sua superficie demonstrava a presenca de substancia de
origem lipidica, responsavel pela sua fixagdo ao substrato.

A cultura celular a partir de ovos embrionados foi realizada apés a maceracgao

mecanica dos ovos, sendo utilizados em média de 100 a 150 ovos por cultura.

Figura2 - Microscopia Eletrénica de Varredura do ovo embrionado

HV WD spot mag temp pressure humidity - 200 pm
9.50 kV 8.8 mm 3.0 481 x -—- 1.08e-4 Pa Aedes

Fonte: (MARIO, L. C., 2015)
Legenda - Microscopia Eletrdnica de Varredura do ovo embrionado de Aedes aegypti por
Microscopia Eletronica de Varredura, onde se observa seu formato achatado.

No cultivo celular com larvas de terceiro instar de Aedes aegypti, apenas o
tubo digestivo foi utilizado (Figura 3). A estrutura do tubo digestivo foi mediante
microdissecacdo em lupa Leica Mod. S6E, e em sequéncia cultivadas mediante
explante celular.
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Figura 3 - Microdissecacao de larvas de quarto instar de Aedes aegypti para a retirada do
tubo digestivo

Fonte: (MARIO, L. C., 2015)

Legenda: Dissecacgédo do intestino de larvas de Aedes aegypti de quarto instar. Imagens retiradas a
partir de uma lupa Leica Mod. S6E. Em A, por¢do superior do intestino, com 0s cecos
gastricos (C) e o intestino anterior (IA). Em B, intestino médio e posterior, intestino médio
(IM), Tdbulos de Malpig (Tm) e intestino posterior (IP). Em C, visdo geral do tubo
digestivo, mostrando o intestino anterior (lA), intestino médio (IM), Tubulos de Malpighi
(Tm) e intestino posterior (IP).

As células provenientes do macerado celular de ovos embrionados foram
identificadas quanto ao formato. Estas eram pequenas e globdides (seta), e
formavam colbnias (cabeca de seta). Em aumento de 40x, foi possivel diferenciar as
células das colbnias celulares (Figura 4). As células de insetos cresceram
rapidamente apdés 24 horas de cultivo, necessitando ser expandidas para uma

segunda passagem.
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icrografia das células de ovos embrionados cultivadas

Y

Fonte: (MARIO, L. C., 2015)

Legenda: Cultura celular de ovos embrionados de Aedes aegypti em primeira e segunda passagens.
Em A, B e C, células (seta) e formagéo de colbnias (cabeca de seta), em aumento de 3,2
vezes 10 vezes respectivamente em primeira passagem. Em D, cultura celular analisadas em
camera de Neubauer, notar um tipo celular pequeno (seta) e um macerado celular (cabeca de
seta branca), aumento de 40 vezes em microscopio Optico de luz em primeira passagem. Em
E e F, células (seta) e colbnias (cabeca de seta) analisadas na camera de Neubauer em
aumento de 10 vezes na segunda passagem.

As células do tubo digestivo apresentavam-se pequenas e globulosas,

mantendo-se assim até a sexta passagem de cultura (Figura 5).
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Figura5- Fotomicrografia das células de tubo digestivo de larvas em quarto instar cultivadas

A

Fonte: (MARIO, L. C., 2015)

Legenda: Cultura celular de tubo digestivo de Aedes aegypti em segunda e quarta passagens de
cultura. Em A, células (seta) em aumento de 10 vezes na segunda passagem. Em B,
células (seta) em aumento de 20 vezes na segunda passagem. Em C, células (seta) em
aumento de 20 vezes na quarta passagem. E em D, células (seta) em aumento de 40
vezes, na quarta passagem. Observou-se agrupamento de células lisadas (cabeca de seta
branca).

6. 3 MORFOLOGIA CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO

A andlise quantitativa dos tipos celulares de Aedes aegypti, demonstrou a
presenca de células com granulosidade e tamanhos diferentes, nas amostras
cultivadas na primeira e segunda passagens da cultura. Esta analise ocorreu
concomitantemente com a andlise das fases do ciclo celular. Apos cinco horas de
cultivo, observou-se que as populagbes celulares apresentaram uma
homogeneidade diferente no tamanho das células com densidades diferentes
(Figura 6 A e B). O mesmo ocorreu com a amostra apés 24 horas de cultura.
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Observou-se assim um grafico similar ao anterior, demonstrando homogeneidade da

populacédo celular, porém, com reducao da densidade celular (Figura 6 C e D).

Figura 6 - Morfologia das amostras de células de ovos embrionados, apds cultura celular
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Fonte: (MARIO. L. C., 2015)

Legenda: Morfologia das amostras de células de ovos embrionados, apés a cultura celular. Em A e
B, andlise do tamanho celular por granulosidade em células ap6s cinco horas de cultivo
em P0O. Em C e D, andlise do tamanho por granulosidade em células apds 24 horas em
primeira e segunda passagens.

6.4 ANALISES DAS FASES DO CICLO CELULAR

As fases do ciclo celular das células da primeira passagem apresentaram valores
médios de: 27,5%+ 2,0% de debri celulares, 68% GO0-G1, na qual as células estdo no
inicio do desenvolvimento celular. Apresentando 30,2% de fase S, de crescimento
celular, 91,9% + 0,5 % de fase G2-M, demonstrando que as células encontravam-se

em preparacdo para dividir seu DNA (Figura 7 A e B). Em seguida, foram analisadas
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amostras ap0s a segunda passagem do cultivo celular, e os seguintes valores foram
obtidos: 10% de debri celulares, 92,4% encontravam-se na fase GO-G1, 6,8% na

fase S e 0,6% na fase G2-M. Os dados estao representados na figura 7 C e D.

Figura 7 - Analise das fases do ciclo celular de células de ovos embrionados
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Fonte: (MARIO, L. C., 2015)
Legenda: Anadlise das fases do ciclo celular (debri celulares(Sub-G1), GO/G1, S e G2M) em cultura
celular ap6s 5 de cultura.

6.5 ANALISES POR IMUNOFENOTIPAGEM MEDIANTE A UTILIZACAO DA
TECNICA DE CITOMETRIA DE FLUXO

Mediante o teste de imunofenotipagem por citometria de fluxo para a
determinacdo de marcadores e caracterizacdo celular, amostras de células dos ovos
embrionados de Aedes aegypti em segunda e quarta passagens e do tubo digestivo
de larvas de quarto instar na quarta e sexta passagens foram realizadas. Os

marcadores celulares utilizados no experimento estédo descritos na quadrol abaixo.
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Quadro 1 - Tabela dos marcadores celulares e de sua fungdo através da citometria de fluxo (Sao

Paulo 2015)
Marcadores celulares Funcéo

Oct % Marcador de células tronco embrionarias

Vimentina Marcador de células de origem mesenquimal

Caspase 3 Marcador de morte celular por apoptose
Stro-1 Marcador de células de origem mesenquimal
Nestin Marcador de células de origem mesenquimal
Sox2 Marcador de células pluripotentes
HSP70 Marcador de apoptose celular

Anti GM130 Marcador de proteinas do Complexo de Golgi

Anti RAB 5 Marcador de vesiculas endossomicas

As andlises em porcentagens para os resultados do primeiro grupo, ou seja,
células de ovos embrionados de Aedes aegypti na segunda passagem de cultura
celular foram realizadas para avaliacdo do nivel de expressdo do marcador, sendo
assim cada marcador expressou em meédia percentual: Oct3/4 (0,9%), Vimentina
(24,1%), Caspase 3 (24,1%), Stro-1 (27,9%), Nestin (14.6%), Sox2 (19,9%), HSP 70
(18.0%), Anti GM130 (17,3%) e Anti RAB 5 (19,3%) (Figura 8).

No segundo grupo, as células de ovos embrionados em quarta passagem de
cultura celular, foram obtidas as seguintes marcacdes: Oct3/4 (23,8%), Vimentina
(28,0%), Caspase 3 (26,2%), Stro-1 (27,8%), Nestin (25,7%), Sox2 (32,1%), HSP 70
(32,8%), Anti GM130 (29,8%) e Anti RAB 5 (29,6%) (Figura 9).

Para as células oriundas do tubo digestivo de larvas de quarto instar em
guarta passagem de cultura celular, os seguintes resultados, em média percentuais
foram expressos: Oct3/4 (5,3%), Vimentina (5,4%), Caspase 3 (17,4%), Stro-1
(4,4%), Nestin (5,1%), Sox2 (22,6%), HSP 70 (30,6%), Anti GM130 (15,3%) e Anti
RAB 5 (23,5%) (Figura 10).

As marcacOes de células para tubo digestivo de larvas de quarto instar em
sexta passagem de cultura celular foram: Oct3/4 (12,9%), Vimentina (12,5%),
Caspase 3 (22,8%), Stro-1 (11,1%), Nestin (12,8%), Sox2 (30,7%), HSP 70 (23,6%),
Anti GM130 (16,9%) e Anti RAB 5 (28,5%) (Figura 11).
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Figura 8 - Andlise de expressdo dos marcadores por citometria de fluxo de células em cultura
celular de ovos embrionados de segunda passagem
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Fonte: (MARIO, L. C., 2015)
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Legenda: Histograma representativo obtido pelo programa WinMdi 2.9, através das células de ovos
na segunda passagem de cultura celular mediante analise dos marcadores por citometria

de fluxo.
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Andlise de expressao dos marcadores por citometria de fluxo de células em cultura

Figura 9 -
celular de ovos embrionados de quarta passagem
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Fonte: (MARIO, L. C., 2015)
Legenda: Histograma representativo obtido pelo programa WinMdi 2.9, através das células de ovos
na quarta passagem de cultura celular mediante andlise dos marcadores por citometria de

fluxo.
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Figura 10 - Analise de expressdo dos marcadores por citometria de fluxo de células em cultura
celular do tubo digestivo de larvas em quarto instar na quarta passagem
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Fonte: (MARIO, L. C., 2015)
Legenda: Histograma representativo obtido pelo programa WinMdi 2.9, através das células de tubo

digestivo de larvas em quarto instar na quarta passagem de cultura celular mediante
andlise dos marcadores por citometria de fluxo.
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Figura 11 - Analise de expressdo dos marcadores por citometria de fluxo de células em cultura
celular do tubo digestivo de larvas em sexto instar na quarta passagem

Controle
Negativo
Anti-mouse

Everts

o a
10° 10" 10* 10

10°
FLI-H

128

Oct3/4

Events

64

Stro-1

Events

HSP70

107
FL1-H

MARIO, L. C., 2015)
Legenda:

B4

Events

Events

84

Events

Co

An

ntrole

Negativo

ti-rabbit

10° 10° 10*

Vimentina

Nestin

Drosofila
GM130

andlise dos marcadores por citometria de fluxo.

3

Events

o
10°

Everts

B4

Events

Controle
Negativo
Anti-goat

10% 10? 1o0*
FL1-H

10"

Caspase 3

Sox2

FL14

Drosofila
RAB

Histograma representativo obtido pelo programa WinMdi 2.9, através das células de tubo
digestivo de larvas em quarto instar na sexta passagem de cultura celular mediante
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6.6 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas pelo programa Graphpad prism 5,
para as diferencas da intensidade de fluorescéncia de cada marcador entre as
amostras das células de ovos embrionados e do tubo digestivo de quarto instar.

Foram diferencialmente expressos com os seguintes marcadores em células
de ovos embrionados da segunda passagem de cultura celular: Vimentina, Caspase
3, Stro-1, Nestin, Sox 2, HSP 70, Anti GM 130 e Anti RAB-5 (Figura 12).

Figura 12 - Analise estatistica dos marcadores em ovos de segunda passagem
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MARIO, L. C., 2015)
Legenda: Gréfico de barras das médias + desvio padrao dos marcadores em células de ovos de
segunda passagem.

Nas células da cultura de ovos embrionados em quarta passagem, 0S
marcadores expressos foram: Oct 3/4, Vimentina, Caspase 3, Stro-1, Nestin, Sox 2,
HSP 70, Anti GM 130 e Anti RAB-5 (Figura 13).
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Figura 13 - Andlise estatistica dos marcadores em ovos de quarta passagem
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Legenda: Gréfico de barras das médias * desvio padrao dos marcadores em células de ovos de
guarta passagem.

Nas andlises da expressédo dos marcadores das células obtidas pelo tubo digestivo
em larvas de quarto instar, os marcadores diferencialmente expressos foram:
Caspase 3, Sox 2, HSP 70, Anti GM 130 e Anti RAB-5 (Figura 14).
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Figura 14 - Analise estatistica dos marcadores de tubo digestivo de larvas de quarto instar em quarta
passagem
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Legenda: Gréfico de barras das médias + desvio padrdao dos marcadores em células de tubo
digestivo em larvas de quarto instar de quarta passagem.

Em cultura realizada a partir do tubo digestivo em larvas de quarto instar em
sexta passagem de cultivo celular, os marcadores expressos foram: Caspase 3, Sox
2, HSP 70, Anti GM 130 e Anti RAB-5 (Figura 15).
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Figura 15 - Analise estatistica dos marcadores em tubo digestivo de larvas em quarto instar em
sexta passagem
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Legenda: Andlise estatistica dos marcadores de cultura celular de tubo digestivo partir de larvas de
sexto instar.

6.7 ANALISE DE IMUNOHISTOQUIMICA

Analises por imunohistoquimica, em ovos embrionados de Aedes aegypti de
final do periodo embrionario, foram realizadas utilizando os seguintes marcadores:

O PCNA utilizado para marcacao de proliferacédo celular apresentou positivo,
com forte marcacgao (Figura 16 A).

A caracterizacdo do ovo embrionado de Aedes aegypti, realizada com
marcadores de pluripoténcia, proliferacdo celular, morte celular e de células
mesenquimais, demonstrou 0s seguintes resultados:

O SSEA-4, indicativo de células pluripotentes apresentou forte marcagcdo nos
embrides de final de periodo gestacional (Figura 16 B e C).

O Nanog € um marcador nuclear que marca a presenca de células

embrionarias, apresentando uma proteina de homeodomineo na qual direciona a
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pluripoténcia em células indiferenciadas. Este marcador foi pouco expresso na fase
final do estagio embrionario do Aedes aegypti (Figural6 D e E).

O Stro-1 que é um marcador de origem mesenquimal, apresentou forte
expressao nos tecidos embrionarios no final do desenvolvimento embrionario (Figura
16 F).

O Oct 3/4 é um marcador de células embrionarias. Este marcador foi fracamente
expresso na fase final do estagio embrionario do Aedes aegypti (Figural7 A).

A Vimentina é um marcador de origem mesenquimal, observou-se forte
expressao nos tecidos embrionarios no final do desenvolvimento embrionario (Figura
17 B).

O marcador Sox 2 € um indicativo de células pluripotentes, e demonstrou forte
marcacao nos embrides de final de periodo gestacional (Figura 17 C).

O marcador Nestin marcador de origem mesenquimal, apresentou fraca
marcacgao nos embrides de final de periodo gestacional (Figura 17 D).

O Anti GM 130, um marcador que expressa células presentes na membrana
do complexo de Golgi. Este foi expresso em embrides de final do estagio
embrionario de Aedes aegypti (Figura 18 A), assim como também demonstrou-se
expresso como controle positivo, células adultas da mosca Drosophila sp (Figura
18 B).

O Anti RAB-5, um marcador para endossomos foi expresso em embrides de
final do estagio embrionario de Aedes aegypti (Figura 18 C), assim como também

foi expresso como controle positivo, células adultas de Drosophila sp (Figura 18 D).
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Figura 16 - Fotomicrografia de ovos embrionados mediante imunohistoquimica

Fonte: (MARIO, L. C., 2015)

Legenda - Embrides de Aedes aegypti no final do periodo embrionario. Em A, observou-se
marcacao positiva para PCNA (seta), em um aumento de 20x. Em B e C, tecido
celular mostrando marcacgdo positiva para SSEA-4 em células pluripotentes (seta),
nos aumentos 10x e 20x respectivamente. Em D e E, tecido marcado (seta) com o
anticorpo ( Ac) primario Nanog em aumento de 10x. Em F, tecido celular marcadas
(seta) com Ac primario Stro-1 em aumento de 10x. O controle negativo esta
localizado na parte superior direita de cada marcacéo.
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Figura 17 - Fotomicrografia de ovos embrionados mediante imunohistoquimica
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Fonte: (MARIO, L. C., 2015)

Legenda: Embrido de Aedes aegypti no final do periodo embrionario. Em A, observou-se pouca
marcacao para Oct 3/4 em embrido de Aedes aegypti, (seta) em aumento de 400 vezes.
Em B, forte marcacao para Vimentina (seta), em aumento de 400 vezes. Em C,observou-
se forte marcacdo para SOX2 (seta), em aumento de 400 vezes. E em D, fraca
marcacao para Nestin (seta), em aumento de 400 vezes.



54

Fonte: (MARIO, L. C., 2015)

Legenda: Embrido de Aedes aegypti no final do periodo embrionario. Em A observou-se expressao
do marcador Anti GM-130 (seta), para Aedes aegypti, em aumento de 20x. Em B, controle
positivo do marcador Anti GM 130, (seta), realizado em Drosophila sp em aumento de 40x.
Em C, expressédo do marcador Anti RAB-5 (seta), em Aedes aegypti em aumento de 40x.

Em D, controle positivo do marcador Anti RAB-5, (seta), realizado em Drosophila sp em
aumento de 40x.
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7 DISCUSSAO

O desenvolvimento embrionario do Aedes aegypti em condi¢des ideais ocorre
apos 62 horas da fertilizacdo. Neste estagio o embrido encontra-se com todas as
caracteristicas presentes em larvas de primeiro instar (VITAL et al., 2010). Mesmo
sem o contato com a agua em temperatura ideal, minima 12°C e maxima de 35°C —
0 ovo torna-se viavel em média por um ano (FARNESI et al., 2009). Quando o ovo
entra em contato novamente com a agua, o embrido eclode. Analisando os ovos
coletados mediante andlise histologica, os embribes presentes neste estudo
encontravam-se no final do periodo embrionario (apds 62 horas), sendo que, neste
estagio encontravam-se divididos em cabeca, térax e abdébmen, no qual oito
seguimentos abdominais foram identificados, assim como descrito no estudo de Vital
et al., 2010.

Estes insetos apresentam desenvolvimento holometabolo, ou seja, as larvas
passam por quatro estagios subsequentes, permitindo assim o seu crescimento e
desenvolvimento (GULLAN; CRANSTON, 2008). Foi observado neste estudo que as
larvas possuiam uma camada epitelial de cuticula, que impossibilitava seu o seu
crescimento. Portanto, para elas crescerem necessitavam realizar uma ecdise, ou
seja, trocar seu exoesqueleto. Nos insetos com desenvolvimento holometabdlico
apos as larvas passarem pelas mudas, elas entram no estagio de pupa, onde
ocorrem as grandes transformacfes das fases imaturas para a fase adulta, assim
sendo, o inseto muda totalmente o seu habitat, de aquatico para terrestre (GULLAN;
CRANSTON, 2008).

Sabendo que as larvas encontram-se mais desenvolvidas no terceiro e quarto
instares (GULLAN; CRANSTON, 2008), neste estudo decidiu-se pela utilizacdo de
larvas de quarto instar, estagio de facil manuseio para a microdissecacéao em lupa
gue foi realizada com o intuito de retirar o tubo digestivo e manté-lo em cultura, para
posteriores analises.

A partir dos ovos embrionados e do tubo digestivo de Aedes aegypti, foi
possivel realizar o cultivo celular de ambas as amostras. Estas células
apresentavam formato arredondado e tamanho reduzido. A cultura celular com os
insetos enfrentou grandes problemas com agentes contaminantes. Este dado soma-

se as informacgdes apresentados por Linn (1996), uma vez que o autor relata que o
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tamanho pequeno das células, tende a dificultar o seu manuseio, além do fato do
ambiente em que os insetos vivem, ser predisposto a contaminacao celular, devido
ao acumulo de sujidades e de microorganismos existentes nestes locais. O intestino
€ 0 maior 6rgao em larvas de insetos, devido a grande necessidade de se alimentar
no periodo imaturo de seu desenvolvimento, portanto as larvas acabam ingerindo
grande quantidade de agentes contaminantes junto com o0s alimentos
(BILLINGDLEY; LEHANE, 1996). Estudo recente mostrou que o limen do intestino
médio do Aedes é altamente colonizado por bactérias, (GUSMAO et al., 2010), o
qual dificulta o cultivo celular do tubo digestivo.

Mesmo assim, 0 sucesso com o cultivo celular em insetos foi demonstrado
por varias linhagens celulares ja estabelecidas. O desenvolvimento de uma nova
linhagem celular, em novas espécies, necessita de adaptacbes dos protocolos
existentes, adequando assim um protocolo distinto para cada material (LINN, 2001).
No cultivo celular de ovos embrionados de Aedes aegypti, as adaptacdes
necessarias para estabelecimento da cultura foram feitas nas lavagens do material.
Neste estavam presentes muitos agentes contaminastes impregnados em sua
casca. Para a remocéo dos mesmos utilizou-se agentes surfactantes como o Tween,
para a retirada da substancia viscosa com base lipidica do exterior de sua casca.
Para o cultivo do tubo digestério, apenas lavagens com PBS e antibiéticos foram
suficientes para remocao dos agentes contaminantes.

Muitas pesquisas vém sendo realizadas com células de insetos. As linhagens
celulares de Drosophila sdo muito utilizadas como modelos experimentais de
diversos organismos. As duas linhagens celulares mais estudadas sao ceélulas-
tronco de foliculo ovariano e células-tronco intestinais. Pesquisa realizada
recentemente com células de intestino meédio posterior de Drosophila teve como
objetivo um modelo atil para manutencdo das células-tronco intestinais adultas
(ROTH, 2001; NAVASCUES et al., 2012; PANTHAK et al., 2012). Existem varias
linhagens celulares sendo estudadas em Drosophila. Bello et al. (2008) estudou as
linhagens de células-tronco neurais, para estudos com neurogénese no cérebro de
larvas e para a proliferacdo de neuroblastos. Nestes insetos adultos, o intestino
médio é mantido por células-tronco pluripotentes. O sistema digestivo dos
vertebrados e invertebrados mostra extensa semelhanga no seu desenvolvimento
celular e controle genético (OHLSTEIN; SPRADLING, 2006).
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No cultivo celular de Aedes aegypti observou-se varios tipos celulares
distintos. Mediante analise morfologica descrita pela citometria de fluxo, notou-se a
presenca de varios tipos celulares com densidades diferentes, demonstrando assim
uma homogeneidade celular ao longo do cultivo. Em estudo realizado com linhagens
celulares de larvas de Aedes aegypti (SUDEEP et al., 2009) os autores descreveram
trés tipos celulares: células epiteliais (92%), fibroblastéides (7%) e células gigantes
(1%). Estes dados também foram encontrados nos resultados apresentados neste
trabalho, onde varios tipos o celulares foram identificados e apresentados em cultura
com todo o inseto.

Os dados obtidos nas fases do ciclo celular demonstraram que as células
estavam realizando os processos naturais de interfase e de divisdo celular. O ciclo
celular de uma maneira geral € necessario para produzir copias celulares
responsaveis pela manutencéo de células mortas de um tecido, e também pelo
desenvolvimento embrionéario, no qual o individuo se forma a partir de uma Unica
célula, onde ocorrem multiplicacéo e diferenciacéo celular (ALBERT, 2002).

Independente dos detalhes que ocorrem no ciclo celular, o objetivo central do
mesmo é transferir as informac¢des contidas no material genético igualmente para as
células que se dividem. As duas etapas principais do ciclo celular sao: primeiro a
interfase, a qual a célula aumenta o seu tamanho e duplica o material genético, esta
fase é dividida em trés etapas, G1, S e G2. Na G1. A célula aumenta seus
constituintes para o processo de divisdo celular. A fase S ocorre a duplicacdo do
material genético e a fase G2 a verificacdo das fases anteriores, para averiguar se a
célula pode entrar no processo de divisdo celular. A segunda fase é a M, onde
ocorre a divisdo do material genético e divisdo das células. Esta fase possui duas
etapas, a mitose, onde ocorre a separacao do material genético de forma que ambas
as células possuam a mesma carga de material genético, e a citocinese, onde
ocorre a divisédo celular (ALBERT, 2002).

Nas analises de imunofenotipagem a expressdo dos marcadores por
citometria de fluxo foram realizadas utilizando-se marcadores celulares de culturas
regulares e especificos, 0s quais expressam proteinas presente em: células
pluripotentes, mesenquimais, apoptoéticas, além dos marcadores especificos
expressos em células de moscas do género Drosophila. Estes insetos sdo da ordem
do Aedes aegypti, portanto presumiu-se que haveria similaridade na expressédo de

seus marcadores.
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Dos dois marcadores de pluripoténcia testados neste trabalho, um obteve
fraca marcacdo e o outro foi altamente expresso. O Oct 3/4 apresentou fraca
marcacdo em cultura de ovos embrionados e nenhuma marcag¢do na cultura com
tubo digestivo de larvas de quarto instar. JA o marcador Sox2 foi altamente expresso
nas duas passagens de ovos embrionados e das células intestinais. Segundo dados
apresentados pelos autores Zang e Cui, (2014), estes marcadores de pluripotencia
celular, sdo expressos para células embrionarias (ZANG; CUI, 2014).

Os marcadores de células mesenquimais, neste trabalho representados pelos
marcadores: Stro-1, Vimentina e Nestin, apresentaram marcacdo positiva para
ambas as passagens das células de ovos embrionados, porém nenhuma marcacao
para células do tubo digestivo de ambas as passagens das larvas. Estes dados
somam-se aos encontrados por Loeb et al. (2003), em cultura celular do intestino de
larvas de lepidépteras (Heliothis virescens). Os tipos celulares encontrados foram:
monocamada epitelial, células caliciformes, colunares, poucas células secretoras e
células tronco epiteliais que séo responsaveis pela reposicdo de células intestinais
nos adultos, portanto quando as células de intestino ja estdo diferenciadas nao se
observou presenca de células precursoras mesenquimais.

A expressao para o marcador de morte celular por apoptose, representado
por caspase3, esteve presente em todas as passagens da cultura celular, sendo que
sua expressdo diminuiu na sexta passagem de cultura em células do tubo digestivo.
A morte por apoptose serve para manter a homeostase nos organismos
multicelulares (MECA et al.,, 2010), e tecidos embrionarios, quando os tecidos
embrionéarios sofrem involugéo estas proteinas se auto-degeneram (HENGARTNER,
2000). Sendo assim, como existem células embrionadas que estédo se diferenciando
com o passar do tempo € comum encontrarmos algumas células em apoptose
celular.

Os dois marcadores especificos utilizados para células de Aedes aegypti
tiveram marcacdo positiva. O primeiro deles, o Anti GM130, um marcador que
expressa proteinas pertencentes ao grupo do complexo multimérico denominado
complexo Retremer, envolvido no transporte retrogrado de proteinas a partir de
endossomos para a rede Trans-Golgi do Aparelho de Golgi. O complexo Retremer é
necessario para reciclagem de rodopsina. E esta por sua vez é um receptor
acoplado a proteina que funcionam como sensor de luz em fotorreceptores dos

olhos dos insetos. Os insetos apresentam olhos compostos, a Drosophila apresenta
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em média 800 unidades hexagonais, e cada unidade, destas possui cerca de oito
locais que expressam a rodopsina (WANG et al., 2014).

O segundo marcador apresentou forte expressao para ambas as amostras de
materiais. Este marcador também esta presente em endossomos, porém estes sao
endossomos primarios localizados préximos a membrana plasmatica. Estudo
realizado por Zschatzsch et al. (2014), mostrou que no inicio da reciclagem dos
endossomos encontra-se presente o fator EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor), responsavel pela localizacdo de filopodia de neurbnios primarios em
Drosophila. A endocitose regula distribuicdo espacial de sinalizacdo de EGFR em
varios tipos de células epiteliais in vitro, e também de neurbnios in vivo
(ZSCHATZSCH et al., 2014).

Para validar a especificidade e avidez dos anticorpos utilizados neste trabalho
foram realizadas em cortes de ovo embrionados por imunohistoquimica (Figuras 16,
17 e 18). Estes marcadores seguiram as mesmas marcacdes dos feitos por
citometria de fluxo.

O PCNA (Figura 16 A) é um marcador que demonstra a atividade proliferativa
das células o qual foi muito expresso. Como esta analise foram feitas em ovos
embrionados, com alto potencial de desenvolvimento (VITAL et al., 2010) a
expressao deste marcador esta dentro dos parametros previstos no experimento.

Os marcadores com expressao de pluripotencia celular: Nanog (Figura 16 D e
E), Oct 3/4 ( Figura 18 A) e Sox 2 (Figura 18 C), apresentaram em grande parte
fraca expressdo, apenas o marcador Sox 2 foi bem expresso. Quando estes
marcadores sdo expressos em células como objetivos de tratamento celular, tem-se
que ficar atento, pois como estas células podem se diferenciar em qualquer tecido,
elas apresentam grande possibilidade de se tornarem instaveis geneticamente
(ABREU et al., 2008; CARRION et al., 2009; YARAK; OKAMOTO, 2010) como o
estudo com estas células nédo teve objetivo de terapia celular e sim de analise celular
para futuros estudos com biologia molecular no combate ao insetos, ndo foi um
aspecto preocupante, porém se caso estas células forem utilizadas posteriormente
em terapias celulares, elas apresentam grande possibilidades de se tornarem
tumorigénicas.

Os marcadores de células mesenquimais: SSEA-4 (Figura 16 B e D) Stro-1
(Figura 16 F) Vimentina (Figura 18 B) e Nestin (Figura 18 D) foram altamente

expressos. Estas células quando isoladas sdo muito utilizadas na medicina
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regenerativa, devido sua alta capacidade de diferenciacdo celular (RIVAS et al.,
2013). Estas células nos vertebrados podem ser diferenciadas em trés tipos
celulares: osteogénica, condrogénica e adipogénica (BYDLOWSKI et al., 2009),
porém nos invertebrados a Unica linhagem que ela se diferencia é na adipogénica.

E os marcadores especificos de insetos, os marcadores Anti GM130 (Figura
18 A) e Anti RAB-5 (Figura 18 C), também foram marcados nos embrides. Estes
dados estdo de acordo com os resultados apresentados pelos autores Wang et al.
(2014) no qual relatam que o marcador Anti GM 130 é fortemente expresso em
olhos de Drosophila (Figura 18 B) . Este resultado também foi averiguado por
Zschatzsch et al. (2014) o marcador Anti RAB-5 possui forte expresséo nas regioes
gue se encontram 0s neurbnios primarios, assim como observado no controle
positivo de Drosophila (Figura 18 D).

Muitos estudos envolvendo linhagens celulares de insetos estdo sendo
realizados, principalmente para os mosquitos de importancia médica como é o caso
do Aedes aegypti. Novos estudos com células de insetos infectadas por arboviroses
estdo sendo realizados com o objetivo de buscar novas melhorias no combate a
estas doencas. (BELLO et al., 2001; LAWRIE et al., 2004; SUDEEP et al., 2009).
Seguindo o0 mesmo pensamento dos demais autores, este estudo através da
caracterizacao celular de ovos embrionados e do tubo digestivo de larvas de quarto
instar, objetivou-se pela contribuicdo da descricdo morfolégica dos tipos celulares
encontrados nas células de ovos embrionados e tubo digestivo de larvas de quarto
instar de Aedes aegypti para novas pesquisas envolvendo a biologia molecular,

como base para o combate desta doenca.
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8 CONCLUSAO

Conclui-se:

E possivel estabelecer um protocolo de cultura para células de ovos
embrionados e de tubo digestivo de larvas de quarto instar do Aedes aegypti,

sem agentes contaminantes.

Tanto ovos embrionados quanto células do tubo digestivo de larvas de quarto
instar possuem células indiferenciadas e com grande potencial de proliferacao

celular.

Os marcadores utilizados neste trabalho apresentam marcagdes positivas
para as células indiferenciadas de ovos embrionados e do tubo digestivo de

larvas de quarto instar do Aedes aegypti.
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