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RESUMO 

 Esta tese aborda o papel da lipoforina (Lf) no metabolismo de lipídios em 

machos e durante a cópula de insetos. Os resultados obtidos com a injeção de 

lipoforina marcada radioativamente nos lipídios (32P-Lf, 3H-Lf) ou na parte protéica 

(125I-Lf) em machos de Rhodnius prolixus mostraram que a partícula inteira de 

lipoforina é internalizada pelos testículos em diferentes cinéticas. A presença das 

apolipoforinas em homogenatos de testículos foi detectada por Western Blotting. 

Experimentos de microscopia de epifluorescência revelaram a localização da 

lipoforina e seus lipídios nos testículos. O isolamento dos espermatozóides de 

testículos de machos injetados com 3H-Lf mostrou a utilização de 3H-lipídios neutros 

na espermatogênese. A inibição da internalização da 125I-Lf a 4oC e a competição 

entre a 32P-Lf e um excesso de lipoforina não-marcada pela ligação aos testículos 

indicam que a incorporação da lipoforina por este órgão é um processo dependente 

de energia e que envolve um receptor específico. Em um projeto de colaboração, a 

presença de um receptor de lipoforina, o LpR, em testículos de Locusta migratoria foi 

detectada. Experimentos de microscopia indicam que os testículos deste inseto só 

são capazes de endocitar a lipoforina nas fases do desenvolvimento em que o LpR é 

expresso.   

 Também avaliamos a transferência de lipídios dos machos às fêmeas durante 

a cópula de R. prolixus que foi estudada através da injeção da 3H-Lf em machos e 

posterior cópula com fêmeas virgens não-radioativas. Os 3H-lipídios neutros foram 

encontrados nas espermatecas das fêmeas. Porém nenhuma transferência de 

radioatividade ocorreu quando 32P-Lf ou 125I-Lf foram injetadas. Adicionalmente, 

após injeção da 3H-Lf em machos e posterior cópula, encontrou-se radioatividade na 

hemolinfa das fêmeas e em ovos postos confirmando a utilização dos lipídios 

provenientes da lipoforina na espermatogênese. O vôo reduziu a incorporação de 

lipídios pelas gônadas em machos e fêmeas e, por conseguinte, aumentou a 

transferência lipídica aos músculos de vôo. Além disso, o vôo de machos diminuiu a 

transferência de lipídios e espermatozóides dos machos para as fêmeas durante a 

cópula. Este conjunto de eventos induzidos pelo vôo levou a uma diminuição da 

oviposição. 

 Esse estudo é uma contribuição para o entendimento da bioquímica e 

fisiologia envolvidas na espermatogênese e cópula em insetos.   
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ABSTRACT 

In the present work, we studied the role of lipophorin (Lf) in the lipid 

metabolism of insect males and during mating.  The injection of a lipophorin labeled 

radioactively in the lipid amount (32P-Lf, 3H-Lf) or in the protein amount (125I-Lf) into 

adult males of Rhodnius prolixus showed that the entire lipophorin particle is 

internalized by testis in different rates.  Western blotting of testes total homogenates 

revealed the presence of apolipophorin I (apoLp-I) and apolipophorin II (apoLp-II) 

inside the tissue. Using double fluorescently labeled Lp, we observed a co-

localization of the imported Lp and its lipids in testes. The isolation of spermatozoa 

from males injected with 3H-Lf showed the utilization of lipids from lipophorin in 

spermatogenesis. The internalization of 125I-Lf internalization by testes was blocked 

at 4oC. Besides, lipophorin uptake by testes was also inhibited by an excess of 

unlabeled Lp, but not by bovine serum albumin. Together these findings indicate that 

lipophorin uptake by testes is an energy-dependent process and involves the 

participation of a specific receptor. Through a collaboration project, the presence of a 

lipophorin receptor, LpR, was detected in Locusta migratoria testis. Microscopy 

experiments indicate that lipophorin endocytic uptake only takes place in testes from 

development stages which LpR is expressed. 

In a further investigation, the transfer of lipids during Rhodnius prolixus mating 

was studied by means of the injection of 3H-Lf into adult males followed by mating 

assays. 3H-neutral lipids were found in female spermatheca. However no transfer 

was observed when 125I-Lf or 32P-Lf was injected. Furthermore, after the injection of 
3H-Lf into males and mating, radioactivity was detected in female hemolymph and 

laid eggs. These evidences confirm the utilization of lipophorin derived lipids in 

spermatozoa production.  Flight activity was able to diminish the lipid transfer to 

testes and ovaries. An increase of lipid delivery to flight muscles was observed 

during the exercise.  Moreover, flight activity of males decreased the transfer of lipids 

and spermatozoa from males to females during mating. Consequently, a decrease of 

oviposition was verified. 

 This dissertation is a further contribution to the understanding of the 

biochemistry of physiological process such as spermatogenesis and mating in 

insects. 

 



 xii

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1 – Esquema simplificado do transporte lipídico mediado por lipoproteínas em 

mamíferos.....................................................................................................................3 

Figura 2 – Esquema simplificado da transferência de lipídios durante o vôo............  8 

Figura 3 – Esquema dos receptores LDLR e LpR......................................................11 

Figura 4 – Esquema dos aparelhos reprodutores de R. prolixus...............................28 

Figura 5 – Incorporação de 32P-fosfolipídios da 32P-Lf por diferentes órgãos de R. 

prolixus.......................................................................................................................38 

Figura 6 - Incorporação de 32P-fosfolipídios da 32P-Lf pelos testículos em diferentes 

dias após a alimentação.............................................................................................39 

Figura 7 – Cinética de incorporação de 32P-fosfolipídios pelos testículos................ 41 

Figura 8 – Cinética de incorporação de 3H-lipídios neutros pelos testículos.............42 

Figura 9 - Cinética de incorporação de 125I-Lf pelos testículos..................................44 

Figura 10 – Detecção da Lf nos testículos por Western Blotting................................45 

Figura 11 – Composição dos lipídios da Lf incorporados pelos testículos.................47 

Figura 12 – Ensaio de ligação da 32P-Lf aos testículos............................................. 48 

Figura 13 – Localização da Lf fluorescente (FITC-Lf) e da fosfatidiletanolamina 

(Texas Red-FE) nos testículos...................................................................................51 

Figura 14 – Localização da fosfatidilcolina (FC-AG-BODIPY) e do ácido palmítico 

(AG-BODIPY) nos testículos......................................................................................52 

Figura 15 – Localização da Lf fluorescente (Texas Red-Lf) e da fosfatidilcolina (FC-

AG-BODIPY) nas vesículas seminais........................................................................53 

Figura 16 – Incorporação dos lipídios provenientes da 3H-Lf nas frações de 

espermatozóides (A) e fluido seminal (B) dos testículos de R. prolixus.....................54 



 xiii

Figura 17 – Presença do receptor LpR em testículos de L. migratoria por Western 

Blotting – condições desnaturantes............................................................................58 

Figura 18 – Presença do receptor LpR em testículos de L. migratoria por Western 

Blotting – condições não-desnaturantes....................................................................59 

Figura 19 – Presença do receptor LpR em testículos de L. migratoria ao longo dos 

dias após a muda.......................................................................................................60 

Figura 20 – Endocitose da HDLp fluorescente nos testículos de jovens adultos no 1º 

dia após a muda.........................................................................................................62 

Figura 21 – Endocitose da HDLp fluorescente nos testículos de jovens adultos no 

10º dia após a muda...................................................................................................64 

Figura 22 – Endocitose da HDLp fluorescente pelos testículos de L. migratoria com 

tratamento com tripsina..............................................................................................68 

Figura 23 – Incubação dos testículos de L. migratoria com LDLp fluorescente.........69 

Figura 24 – Ensaio de ligação e endocitose da OG-HDLp pelos testículos de L. 

migratoria....................................................................................................................71 

Figura 25 - Ensaio de ligação e endocitose da DiI-HDLp pelos testículos de L. 

migratoria....................................................................................................................73 

Figura 26 – Ensaio de inibição da endocitose da OG-HDLp pelos testículos de L. 

migratoria por competição com HDLp não-marcada de L. migratoria, de R. prolixus 

ou albumina................................................................................................................75 

Figura 27 – Ensaio de inibição da endocitose da OG-HDLp por cloreto de amônio..78 

Figura 28 – Ensaio de inibição da endocitose da DiI-HDLp por cloreto de amônio...80 

Figura 29 – Ensaio de inibição da endocitose da OG-HDLp por suramina................82 

Figura 30 – Transferência de 32P-fosfolipídios provenientes da 32P-Lf após a cópula 

de R. prolixus..............................................................................................................85 



 xiv 

Figura 31 – Transferência de 3H-lipídios neutros provenientes da 3H-Lf após a cópula 

de R. prolixus..............................................................................................................86 

Figura 32 – Transferência de 125I-Lf após a cópula de R. prolixus.............................87 

Figura 33 – Localização da fosfatidilcolina (FC-AG-BODIPY) e da Lf fluorescente 

(Texas Red-Lf) na espermateca após a cópula.........................................................89 

Figura 34 – Localização do ácido palmítico (AG-BODIPY) e da fosfatidiletanolamina 

(Texas Red-FE) na espermateca após a cópula........................................................90 

Figura 35 – Capacidade de síntese de fosfolipídios pelas espermatecas a partir de 

precursores radioativos..............................................................................................93 

Figura 36 – Composição dos lipídios transferidos durante a cópula e presentes na 

espermateca da fêmea...............................................................................................94 

Figura 37 – Contagem de espermatozóides transferidos às espermatecas durante a 

cópula ao longo dos dias de reunião dos casais........................................................95 

Figura 38 – Presença de 3H-lipídios neutros em fêmeas de R. prolixus após a 

cópula.........................................................................................................................96 

Figura 39 – Produção de espermatozóides pelos testículos e a capacidade de vôo 

de machos adultos de R. prolixus ao longo dos dias após a alimentação...............101 

Figura 40 – Efeito do vôo de machos na transferência de 32P-fosfolipídios (A) e 3H-

lipídios neutros (B) para os testículos e músculos de vôo.......................................102 

Figura 41 - Efeito do vôo de fêmeas na transferência de 32P-fosfolipídios (A) e 3H-

lipídios neutros (B) para os ovários e músculos de vôo...........................................103 

Figura 42 – Produção de espermatozóides pelos testículos após o vôo exaustivo de 

machos adultos de R. prolixus.................................................................................105 

Figura 43 – Influência do vôo dos machos na transferência de lipídios às fêmeas 

durante a cópula.......................................................................................................106 



 xv 

Figura 44 – Influência do vôo dos machos na transferência de espermatozóides às 

espermatecas das fêmeas durante a cópula............................................................107 

Figura 45 – Efeito do vôo dos machos na oviposição. .............................................108 

Figura 46 – Efeito do vôo das fêmeas na oviposição...............................................109 

 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1 – Perfil lipídico de ovários e músculos de vôo após o vôo........................104

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 xvi 

 

LISTA DE ABREVIATURAS 

Acp – proteína das glândulas acessórias  

AG-BODIPY – ácido graxo conjugado ao BODIPY 

AKH – hormônio adipocinético 

ApoLf-I – apolipoforina I 

ApoLf-II – apolipoforina II 

ApoLf-III – apolipoforina III 

CETP – proteína transferidora de ésteres de colesterol 

CHAPS – 3-((3-colamidopropil) dimetilamônio) -1-propanosulfonato 

cpm – contagens por minuto 

DAPI – 4’,6-diamidina-2-fenilindol 

DiI – 1,1’-dioactadecil-3,3,3’,3’-tetrametilindocarbocianina percolato 

DMSO – dimetilsulfóxido 

DP – desvião padrão 

dpm – desintegrações por minuto 

EDTA – ácido etilenodiaminotetracético 

EGFD – domínio EGF: fator de crescimento epidermal 

ERC – compartimento de reciclagem de endocitose 

FABP – proteína ligadora de ácidos graxos 

FC-AG-BODIPY – fosfatidilcoina com ácido graxo conjugado ao BODIPY 

FITC – fluoresceína 

HDL – lipoproteína de alta densidade 

HDLp – lipoforina de alta densidade 

ICD – cauda citoplasmática intracelular 

IDL – lipoforina de densidade intermediária 

LBD – domínio de ligação 

LBTI – inibidor de tripsina de feijão manteiga 

L5 – larvas de 5º estágio de Locusta migratoria 

LDL – lipoproteína de baixa densidade 

LDLp – lipoforina de baixa densidade 

LDLR – receptor de LDL 

Lf – lipoforina  



 xvii  

3H-Lf – lipoforina marcada com 3H-ácido palmítico nos lipídios neutros 
125I-Lf – lipoforina marcada com 125I-iodeto de sódio na porção protéica  
32P-Lf – lipoforina marcada com fosfato inorgânico 32Pi nos fosfolipidios 

LpR – receptor de lipoforina 

LTP – proteína transferidora de lipídios 

OG – Oregon Green 488 conjugado ao ácido carboxílico 

OLGD – domínio de glicosilação 

PBS – tampão fosfato de sódio 

PVDF – membrana de polivinil fluoreto 

PAGE – eletroforese em gel de poliacrilamida 

SBTI – inibidor de tripsina de soja 

SDS – dodecil sulfato de sódio 

TBS – tampão tris 

TLC – cromatografia em camada fina 

TMD – domínio transmembrana 

Texas Red-FE – fosfatidiletanolamina conjugada a Texas Red 

Texas Red-Lf – lipoforina marcada na porção protéica com Texas Red 

VHDLp – lipoforina de muito alta densidade 

VLDL – lipoproteína de muito baixa densidade 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 xviii  

 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO..........................................................................................................1 

1.1 Transporte de lipídios em mamíferos.....................................................................1 

1.2 Transporte de lipídios em insetos...........................................................................5 

1.3 Receptores da lipoforina.........................................................................................9 

1.4 A espermatogênese.............................................................................................12 

 

2 OBJETIVOS ............................................................................................................15 

2.1 Objetivo geral.......................................................................................................16 

2.2 Objetivos específicos............................................................................................16 

 

3 METODOLOGIA .....................................................................................................17 

 

- Experimentos utilizando Rhodnius prolixus 

3.1 Insetos..................................................................................................................18 

3.2  Monitoramento do vôo em laboratório.................................................................18 

3.3 Purificação da Lf de R. prolixus............................................................................18 

3.4 Purificação do fosfato inorgânico radioativo.........................................................19 

3.5 Preparação da 32P-Lipoforina (32P-Lf)..................................................................19 

3.6 Preparação da 3H-Lipoforina (3H-Lf)....................................................................20 

3.7 Preparação da 125I-Lipoforina (125I-Lf)..................................................................20 

3.8 Preparação da Lf marcada com fluorescência.....................................................20 

3.8.1 Marcação com Texas Red e fluoresceína (FITC) na parte protéica..................20 

3.8.2 Marcação fluorescente da Lf na porção lipídica................................................21 

3.9 Dosagem de proteína...........................................................................................21 

3.10 Eletroforese em gel de poliacrilamida em condições desnaturantes (SDS-

PAGE)........................................................................................................................21 

3.11 Extração de lipídios e cromatografia em camada fina (TLC).............................22 

3.12 Microscopia de epifluorescência........................................................................22 

3.13 Incorporação de 32P-fosfolipídios por diferentes órgãos e ao longo dos dias 

após a alimentação....................................................................................................23 



 xix 

3.14 Cinética de incorporação de 32P-fosfolipídios, 3H-lipídios neutros, 125I-Lf peolos 

testículos....................................................................................................................23 

3.15 Ensaio de ligação...............................................................................................24 

3.16 Detecção da Lf por Western Blotting..................................................................24 

3.17 Composição dos lipídios da Lf incorporados pelos testículos............................25 

3.18 Visualização da Lf e lipídios fluorescentes nos testículos..................................25 

3.19 Isolamento dos espermatozóides.......................................................................25 

3.20 Transferência de lipídios durante a cópula.........................................................26 

3.21 Capacidade de síntese de fosfolipídios pelas espermatecas a partir de 

precursores radioativos..............................................................................................27 

3.22 Composição dos lipídios transferidos às espermatecas durante a 

cópula.........................................................................................................................27 

3.23 Capacidade de vôo de machos de R. prolixus...................................................28 

3.24 Influência do vôo na transferência de lipídios da Lf aos testículos/ovários e 

músculos de vôo.........................................................................................................28 

3.25 Produção de espermatozóides e a influência do vôo.........................................29 

3.26 Influência do vôo na transferência de espermatozóides durante a cópula e na 

oviposição...................................................................................................................29 

3.27 Influência do vôo na transferência de espermatozóides durante a cópula e na 

oviposição...................................................................................................................30 

 

- Experimentos utilizando Locusta migratoria 

 

3.28 Os insetos...........................................................................................................30 

3.29 Purificação de HDLp e LDLp..............................................................................30 

3.30 Marcação de HDLp e LDLp................................................................................31 

3.31 Ensaio de endocitose e microscopia de fluorescência.......................................31 

3.32 Preparação das frações de membrana..............................................................31 

3.33 Detecção do LpR por Western Blotting..............................................................32 

3.34 Ensaio de ligação e endocitose..........................................................................33 

3.35 Ensaio de inibição da endocitose por competição.............................................34 

3.36 Ensaio de inibição da endocitose com suramina e cloreto de amônio...............34 

3.37 Ensaio de endocitose com tripsina.....................................................................35 



 xx 

 

 

4 RESULTADOS ........................................................................................................36 

Parte I.........................................................................................................................36 

Parte II........................................................................................................................55 

Parte III.......................................................................................................................83 

Parte IV.......................................................................................................................97 

 

5 DISCUSSÃO.........................................................................................................110 

 

6 REFERÊNCIAS.....................................................................................................125 

 

7 ANEXOS...............................................................................................................136 

7.1 Artigo I................................................................................................................137 

7.2 Artigo II...............................................................................................................150 

7.3 Curriculum vitae..................................................................................................184 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 xxi 

 



 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUÇÃO 



 2 

1- INTRODUÇÃO 

 
1.1 TRANSPORTE DE LIPÍDIOS EM MAMÍFEROS 
 
 

A transferência de lipídios é um processo de grande importância à 

sobrevivência dos organismos vivos. Isto porque os lipídios são moléculas que estão 

relacionadas às reservas de energia, formação de membranas biológicas, produção 

de hormônios e sinalização celular. Uma vez que os lipídios são sintetizados e 

absorvidos em sítios distintos dos sítios de estoque e utilização, torna-se necessário 

a mobilização destas moléculas de caráter hidrofóbico em meio aquoso. Em 

animais, as moléculas responsáveis pelo transporte lipídico são as lipoproteínas. 

Estas vêm sendo estudadas principalmente em vertebrados no que diz respeito ao 

transporte de colesterol, triacilglicerol e fosfolipídios (WIRTZ, 1991).  

Os mamíferos possuem uma variedade de lipoproteínas que apresentam 

composições e funções distintas (FRAYN, 1996; GANONG, 2001; JONAS, 2002; 

VANCE, 2002). Os lipídios derivados da dieta são incorporados pelos quilomícrons 

produzidos pelos enterócitos. Os quilomícrons apresentam densidade menor que 

0,94 g/mL, e são compostos de uma única cópia da apolipoproteína livre B-48 

(apoB-48), várias cópias de apoA, apoC e apoE (também apolipoproteínas livres) e 

triacilglicerol como componente lipídico majoritário. Os quilomícrons são 

transportados para o tecido adiposo, onde ocorre a hidrólise de triacilglicerol no meio 

extracelular pela ação da lipoproteína lipase (FIELDING & FIELDING, 2002).  Os 

ácidos graxos livres resultantes são incorporados pelos adipócitos e estocados 

novamente na forma de triacilglicerol (Figura 1).  
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Figura 1 – Esquema simplificado do transporte lipíd ico mediado por 

lipoproteínas em mamíferos. Quilomícrons e VLDL são produzidos no intestino e 

fígado, respectivamente. Ambos são convertidos em partículas de maior densidade 

após hidrólise extracelular mediada pela lipoproteína lipase no tecido adiposo.  

Durante este processo, a HDL incorpora as apolipoproteínas livres e via ação da 

CETP, se torna rica em ésteres de colesterol. O fígado incorpora e degrada os 

quilomícrons resultantes e a LDL, sendo esta também capaz de ser endocitada nos 

tecidos periféricos (Adaptado de RODENBURG & VAN DER HORST, 2005). HDL: 

high density lipoprotein; IDL: intermediate density lipoprotein; LDL: low density 

lipoprotein; VLDL: very low density lipoprotein. 
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Durante este processo de entrega seletiva de lipídios, as apolipoproteínas 

livres e algumas classes de lipídios se desassociam dos quilomícrons e são 

incorporados por outra lipoproteína, a HDL (high density lipoprotein - lipoproteína de 

alta densidade: 1,063- 1,21 g/mL).  Os quilomícrons resultantes, somente com a 

apoB-48, incorporam ésteres de colesterol, provenientes da transferência mediada 

por HDL, e são transportados até o fígado onde são degradados (FIELDING & 

FIELDING, 2002).  

O fígado produz a lipoproteína de muito baixa densidade, a VLDL (very low 

density lipoprotein), uma partícula que compreende uma única cópia de apoB-100, 

uma apolipoproteína fixa à partícula, e múltiplas apolipoproteínas livres incluindo 

apoE (SHELNESS & SELLERS, 2001). A VLDL apresenta uma densidade de 0,94-

1,006 g/mL e contém principalmente triacilglicerol mas também colesterol, ésteres de 

colesterol e fosfolipídios (JONAS, 2002).   

A VLDL também entrega seletivamente seus lipídios ao tecido adiposo em um 

processo em que a HDL também incorpora as apolipoproteínas livres e lipídios. A 

partícula resultante é a lipoproteína de densidade intermediaria (IDL – intermediate 

density lipoprotein), que posteriormente é convertida em lipoproteína de baixa 

densidade (LDL – low density lipoprotein) com densidade de 1,006 a 1,063 g/mL. 

Tanto na conversão de quilomícrons a VLDLs, como na conversão de IDL em LDL, a 

HDL recebe lipídios e apolipoproteínas se tornando então rica em ésteres de 

colesterol. Estas partículas de HDL são direcionadas ao fígado onde serão 

degradadas (SCHNEIDER, 2002). 

Através da ação de uma enzima transferidora de ésteres de colesterol (CETP 

– cholesterol ester transfer protein), estes são transferidos à IDL e, 

consequentemente, à LDL que, desta forma, apresenta um alto teor destes lipídios. 
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Cerca de 70% do colesterol plasmático circula associado à LDL. O único 

componente protéico da LDL é a apolipoproteína apoB-100 que é capaz de interagir 

com o receptor de LDL (LDLR) nos tecidos periféricos e hepatócitos. O LDLR 

medeia a endocitose das partículas de LDL nas células e leva à degradação destas 

moléculas via ação lisossomal (BROWN & GOLDSTEIN, 1986; FIELDING & 

FIELDING, 2002; RODENBURG & VAN DER HORST, 2005). 

 
1.2 TRANSPORTE DE LIPÍDIOS EM INSETOS 
 
 

Nos insetos, o transporte de lipídios é mediado pela lipoproteína majoritária 

da hemolinfa: a lipoforina (Lf). Esta lipoproteína é responsável pelo transporte de 

várias classes de lipídios entre os tecidos envolvidos na sua absorção, estocagem e 

utilização (BEENAKKERS e cols., 1985; CHINO, 1985; SHAPIRO e cols., 1988). 

Nas espécies de insetos já estudadas, a Lf é sintetizada e secretada pelo 

corpo gorduroso (PRASAD e cols., 1986a; WEERS e cols., 1992) sendo composta 

por duas apoproteínas: apolipoforina I (apoLf-I) de 250 kDa e apolipoforina II (apoLf-

II) de 80 kDa. Juntas estas apolipoproteínas compreendem cerca de 60% do peso 

total da partícula, estando normalmente na proporção de 1:1 (CHINO, 1985). Uma 

terceira apolipoproteína, a apolipoforina III (apoLf-III, 18 kDa), pode estar presente 

em  adultos de algumas espécies, incluindo R. prolixus (GONDIM, 1989), cuja 

proporção na partícula de Lf depende do estado fisiológico do inseto (KAWOOYA e 

cols., 1984; Weers & Ryan, 2003).  

Os principais lipídios presentes na Lf são: diacilglicerol, colesterol, 

hidrocarbonetos e fosfolipídios (CHINO & KITAZAWA, 1968; PATTNAIK e cols., 

1979; CHINO e cols., 1981b, GONDIM e cols., 1989, ATELLA e cols., 1992, ATELLA 

e cols., 1995). Entretanto, a Lf também é capaz de transportar carotenóides, 
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precursores do hormônio juvenil e ácidos graxos livres (DE KORT & 

KOOPMANSCHAP, 1987;  SOULAGES & WELLS, 1994, ATELLA e cols., 2000). 

A Lf apresenta uma estrutura similar à encontrada nas lipoproteínas de 

mamíferos. Ela consiste basicamente de um núcleo composto por lipídios apolares 

como colesterol, hidrocarbonetos e diacilglicerol; envolvido por uma camada de 

fosfolipídios e apolipoforinas. Além disso, a hemolinfa dos insetos apresenta 

diversos tipos de Lf que diferem no seu conteúdo lipídico e, em alguns casos, no 

conteúdo das apolipoforinas associadas. Acredita-se que uma partícula de Lf básica 

contenha as apolipoforinas e um pequeno conteúdo de fosfolipídios é capaz de 

receber ou doar quantidades variadas de lipídios resultando em diferentes 

subespécies de Lf. Entre elas, estão a HDLp (lipoforina de alta densidade - high 

density lipophorin), presente em adultos em repouso, e a VHDLp (lipoforina de muito 

alta densidade - very high density lipophorin) observada em larvas de Manduca 

sexta (PRASAD e cols., 1986; BLACKLOCK & RYAN, 1994). 

O papel da Lf durante o vôo de insetos vem sendo muito estudado, uma vez 

que muitas espécies, como Manduca sexta e Locusta migratoria, são capazes de 

realizar vôos prolongados (Figura 3). Consequentemente, tornam-se necessários a 

mobilização e o transporte de fontes de energia para os músculos de vôo de modo a 

prover o exercício. Os carboidratos são usados nos primeiros 30 minutos de vôo. 

Após este período, os lipídios se tornam o principal combustível para a atividade de 

vôo (BEENAKKERS e cols., 1984; BLACKLOCK & RYAN, 1994). 

A mobilização dos estoques lipídicos é sinalizada pela liberação de um 

peptídeo: o hormônio adipocinético (AKH) produzido pela corpora cardiaca 

(BEENAKKERS e cols., 1985). A corpora cardiaca é composta por um par de órgaos 

neurohemais ligados ao cérebro do inseto. Além da função neuronal, esta estrutura 
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possui células neurosecretoras capazes de sintetizar e estocar o AKH (DIEDEREN e 

cols., 1987; ZIEGLER e cols., 1991; O’SHEA & RAYNE, 1992). Os peptídeos da 

família dos AKHs controlam a mobilização de reservas energéticas em situações de 

necessidade metabólica como o vôo e a muda (OUDEJANS e cols., 1996; ZIEGLER 

e cols., 1995). 

Durante o vôo de insetos, o AKH se liga no corpo gorduroso, a um receptor 

acoplado à enzima adenilato ciclase induzindo a conversão de ATP em AMP cíclico. 

O aumento nos níveis de AMP cíclico ativa uma lipase que converte triacilglicerol em 

diacilglicerol. Estes últimos são transferidos então para a HDLp  na superfície do 

corpo gorduroso num processo facilitado pela  LTP (partícula transferidora de lipídios 

- lipid transfer particle) (RYAN & VAN DER HORST, 2000). A LTP é uma lipoproteína 

de alta densidade que é capaz de mediar à transferência de lipídios do corpo 

gorduroso à Lf, da Lf para os tecidos e entre duas Lfs de diferentes densidades 

(RYAN e cols., 1988; VAN HEUSDEN e LAW, 1989; GOLODNE e cols., 2001). 

Simultaneamente, moléculas de apoLf-III se associam a esta partícula. Como 

resultado, forma-se uma partícula maior e menos densa chamada LDLp (lipoforina 

de baixa densidade - low density lipophorin) que apresenta grande capacidade de 

transportar diacilglicerol para os músculos de vôo (BEENAKKERS e cols., 1981). 

Nos músculos de vôo, o diacilglicerol é hidrolisado por uma lipase e os ácidos 

graxos livres são liberados e se associam a FABP (proteína ligadora de ácidos 

graxos - fatty acid binding protein). Esta proteína leva os ácidos graxos livres até as 

fibras musculares onde serão utilizados como fonte de energia para a contração 

muscular via β-oxidação. Com a remoção do diacilglicerol da LDLp, esta é convertida 

em HDLp liberando as moléculas de apoLf-III. A HDLp pode então retornar ao corpo 

gorduroso e ser reabastecida com mais diacilglicerol. Portanto, a Lf atua como uma 
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transportadora reutilizável de lipídios (VAN HEUSDEN e cols., 1987; SURHOLT e 

cols., 1991; VAN HORST e cols., 2002) (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 – Esquema simplificado da transferência de  lipídios durante o vôo. 

A HDLp circulante incorpora DAG provenientes a quebra de triacilglicerol (TAG) no 

corpo gorduroso e da digestão no intestino. Durante este processo, várias cópias da 

apoLf-III se associam a partícula,desta forma a HDLp se converte em LDLp. A LDLp 

transfere diacilglicerol (DAG) seletivamente aos músculos de vôo. Neste órgão, o 

DAG é hidrolisado no meio extracelular, liberando ácidos graxos livres (FFA) às 

células e; partículas de apoLf-III e HDLp à hemolinfa (Adaptado de VAN DER 

HORST e cols., 2002). 
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Outro importante processo fisiológico dos insetos em que a Lf desempenha 

um papel fundamental é a ovogênese. Em Manduca sexta, os lipídios correspondem 

a cerca de 40% do conteúdo lipídico do ovo e boa parte destes lipídios é captada 

pelos ovócitos em desenvolvimento via lipoproteínas hemolinfáticas como a 

vitelogenina e a Lf. (KAWOOYA & LAW, 1988). Estes autores demonstraram que a 

LDLp era capaz de transferir seletivamente diacilglicerol aos ovócitos sem 

internalização das apolipoforinas.  

Resultados obtidos em nosso laboratório demonstraram que a Lf de R. 

prolixus, um hemíptero hematófago, entrega fosfolipídios aos ovários durante a 

ovogênese sem internalização da partícula (GONDIM e cols., 1989). Esta 

lipoproteína pode então ser reabastecida no corpo gorduroso e intestino médio 

(ATELLA e cols., 1992; ATELLA e cols., 1995; MACHADO e cols., 1996). Estes 

trabalhos sugerem que a Lf pode atuar como um transportador reutilizável destes 

lipídios aos ovários, à semelhança do transporte de diacilglicerol aos músculos de 

vôo. 

1.3 RECEPTORES DA LIPOFORINA 

Uma das características principais da Lf é o seu funcionamento como um 

veículo reutilizável tanto no repouso como no vôo. A HDLp circulante na hemolinfa é 

capaz de se abastecer dos lipídios liberados pelo corpo gorduroso e seletivamente 

entregar este conteúdo lipídico para tecidos alvos sem endocitose e degradação por 

lisossoma (VAN DER HORST e cols., 1993; SOULAGES e cols., 1994; RYAN & 

VAN DER HORST, 2000; VAN DER HORST, 2002). Em aparente contraste com 

este conceito de absorção seletiva de lipídios, entretanto, durante o desenvolvimento 

larval e em jovens adultos de locustas, a endocitose da HDLp mediada por receptor 

em células do corpo gorduroso foi demonstrada (DANTUMA e cols., 1997).  
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Endocitose mediada por receptor tem sido proposta tanto em mamíferos como 

insetos (BROWN e cols., 1997; RODENBURG & VAN DER HORST, 2005). Em 

mamíferos, a LDL é internalizada via interação com seu receptor (LDLR), sendo 

posteriormente liberada em endossomas iniciais que se desenvolvem a lisossomas 

onde a LDL é degradada (BROWN & GOLDSTEIN, 1986; STOORVOGEL e cols., 

1991, HUSSAIN e cols., 1999).  Recentemente, genes para receptores de Lf foram 

clonados em várias espécies como Locusta migratoria (DANTUMA e cols., 1999), 

Galleria mellonella (LEE e cols., 2003) e Aedes aegypti (CHEON e cols., 2001; SEO 

e cols., 2003); e identificados como membros da família de receptores da LDL. Em 

L. migratoria, este receptor foi denominado LpR (lipophorin receptor) (DANTUMA e 

cols., 1999). O LpR apresenta a composição de seus domínios estruturais idêntica  a 

do receptor em mamíferos da VLDL (very low density lipoprotein), e ambos os 

receptores possuem oito repetições consecutivas dos domínios de ligação (VAN 

HOOF e cols., 2003) (Figura 3). 

Porém, diferente dos outros receptores desta família, o LpR é capaz de 

reciclar o seu ligante após a internalização. Van Hoof e colaboradores (2002) 

mostraram por microscopia de confocal que em células de mamíferos que 

expressam normalmente o receptor para LDL transfectadas com o cDNA  do LpR, os 

destinos da HDLp e da LDL, marcadas fluorescentemente nas porções protéicas, 

após a internalização são distintos.  

Enquanto que a LDL é degradada por ação lisossomal após desligar-se de 

seu receptor; ambos HDLp e o LpR convergem para um compartimento não-

lisossomal do tipo ERC (endocytosis recycling compartment) seguindo um caminho 

de reciclagem tipo transferrina. A transferrina após a dissociação de seus íons ferro 

é acumulada em grandes vacúolos e re-secretada com t ½ de 7 minutos (MAYOR e 
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cols., 1993; GHOSH e cols., 1994). No caso da HDLp, com uma  t ½ de 13 minutos, a 

molécula é re-secretada e o LpR retorna a superfície celular. O mesmo fenômeno de 

reciclagem da HDLp foi observado em experimentos com corpos gordurosos 

dissecados de Locusta migratoria em que o LpR é expresso normalmente (Van Hoof 

e cols., 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 – Esquema dos receptores LDLR e LpR. 

Estes receptores apresentam cerca de 60% de similaridade entre as seqüências de 

aminoácidos.  

(C) porção C-terminal; (EGFD) domínio homólogo ao fator de crescimento epidermal 

(epidermal growth factor); (ICD) domínio intracelular (intracelular domain); (In) 

citoplasma; (LBD) domínio de ligação (ligand binding domain); (OLGD) domínio de 

glicosilação (O-linked glycosylation domain); (Out) meio extracelular; (N) porção N-

terminal; (TMD) domínio transmembrana (transmembrane domain). 
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1.4 A ESPERMATOGÊNESE E A CÓPULA  

Os lipídios são componentes básicos do sêmen contribuindo com a formação 

das membranas nos espermatozóides e com o metabolismo das células dos 

testículos (DUMSER, 1980).   

Em mamíferos, mostrou-se que a HDL é capaz de transferir ésteres de 

colesterol às células testiculares para a síntese de testosterona e produção de 

membranas plasmáticas de espermatócitos (LEVALLET e cols., 1998; FOFANA e 

cols., 2000; REAVEN e cols., 2000). Esta transferência de lipídios aos testículos é 

fundamental para o sucesso reprodutivo visto que a composição lipídica dos 

espermatozóides é um importante fator no sucesso da cópula. Os lipídios das 

membranas plasmáticas dos espermatozóides são responsáveis pela flexibilidade, 

mobilidade e propriedades fusogênicas de membrana associadas com a reação do 

acrossomo e a fertilização (FLESCH & GADELLA, 2000).  

 Em insetos, os lipídios podem desempenhar diferentes papéis no sistema 

reprodutivo dos machos. Stanley-Samuelson e colaboradores (1986) demonstraram 

que ácidos graxos livres podem ser incorporados pelos testículos e convertidos em 

prostaglandinas no grilo australiano, Teleogryllus commodus. Além disso, ácidos 

graxos livres podem estar envolvidos na síntese de espermatóforos em machos de 

Bombus terrestris L (BAER e cols., 2001). Os espermatóforos são sintetizados por 

diferentes espécies de insetos incluindo R. prolixus (KHALIFA, 1950a) e são 

receptáculos do sêmen produzido pelos machos a serem deixados no aparelho 

reprodutor das fêmeas após a cópula. Entre diversas funções, os espermatóforos 

são utilizados pelos machos, após a transferência do esperma e do líquido seminal 

durante o acasalamento, para impedir uma nova cópula e assegurar a prole e pelas 

fêmeas como uma fonte nutricional. Outra função dos lipídios em machos é a de 
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potenciais reguladores das interações dos componentes do citoesqueleto em 

espermatócitos (SAUL e cols., 2004). Portanto, o transporte lipídico via Lf pode ser 

postulado uma vez que há uma demanda lipídica nos testículos.  

Durante a cópula, juntamente com o esperma, uma série de moléculas é 

transferida dos machos para as fêmeas. Estas moléculas usualmente são 

sintetizadas pelas glândulas acessórias dos machos e desempenham diferentes 

funções na fêmea (QAZI e cols., 2003). Osanai e Nagaoka (1992) demonstraram a 

transferência de ATP, ADP e AMP cíclico das glândulas acessórias durante a 

cópula, e que estes atuariam como fontes de energia. Outros trabalhos indicaram a 

presença de aminoácidos livres e açúcares como a trealose no líquido seminal de 

Cimex lectularius (Rao, 1974) que também atuariam como substratos energéticos 

para os espermatozóides. 

Neste contexto, o modelo mais bem estudado é a síntese e transferência das 

Acps (proteínas das glândulas acessórias – accessory glands proteins) em 

Drosophila melanogaster. Estudos moleculares sugerem a presença de 83 genes 

diferentes para Acps no genoma de D.melanogaster que resultariam na transcrição 

de uma variedade de proteínas como lípases, proteases, glicoproteínas, precursores 

de hormônios e peptídeos (WOLFNER, 2002). As Acps desempenham diversas 

funções na fêmea, seja na espermateca (órgão responsável pela estocagem do 

sêmen), ovários e sistema neuro-endócrino; como estimularem a postura de ovos, 

melhorarem a estocagem e viabilidade dos espermatozóides, diminuírem a atração 

sexual por outro macho, entre outras (QAZI e cols., 2003).  

Neste contexto, não existem relatos na literatura sobre a transferência de 

lipídios durante a cópula em insetos, ou mesmo sobre o papel de uma lipoproteína 

no abastecimento lipídico aos testículos durante a espermatogênese de 
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invertebrados. Esta tese vem então abordar o transporte de lipídios mediado pela Lf 

aos testículos em insetos a fim de esclarecer a importância dos lipídios na 

espermatogênese destes organismos e como o vôo pode influenciar este processo. 
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2- OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 Esta tese tem como objetivo geral o estudo do metabolismo de lipídios em insetos 

machos através do transporte lipídico mediado pela lipoforina.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Parte I: 

a) Caracterizar o transporte de lipídios da Lf aos testículos de R. prolixus. 

b) Verificar se os lipídios provenientes da Lf são usados pelos testículos na 

produção de espermatozóides. 

Parte II: 

a) Verificar a presença do receptor LpR em testículos de L. migratoria. 

b) Estudar a endocitose de HDLp por este órgão. 

Parte III: 

a) Estudar a transferência de lipídios da Lf dos machos às fêmeas durante a 

cópula em R. prolixus. 

Parte IV 

a) Analisar a influência do vôo de R. prolixus no transporte de lipídios aos 

testículos. 

b) Analisar a influência do vôo na produção de espermatozóides pelos testículos. 

c) Verificar a influência do vôo na transferência de lipídios durante a cópula. 
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3- METODOLOGIA 

• EXPERIMENTOS UTILIZANDO Rhodnius prolixus 

3.1 Insetos 

Os insetos utilizados nos experimentos foram adultos de uma colônia de R. 

prolixus mantida a 28 oC, com umidade relativa entre 70 e 80% e alimentadas com 

sangue de coelho em intervalos de 3 semanas.  

3.2  Monitoramento do vôo em laboratório 

 Para tanto, foi construído um túnel de vento baseado no modelo descrito por 

WEIS-FOGH (1956), composto por uma ventoinha Dayton modelo 1C 180, 115 V, 36 

W e 3.030 rpm regulado por um reostato. Foram acoplados a esta ventoinha dois 

tubos plásticos contendo uma colméia em seu interior de modo a transformar o 

vento turbulento em laminar. Os insetos foram presos a um fio de aço inoxidável de 

1,5 mm e mantidos sob fluxo de ar constante até a exaustão, isto é, até que estes 

não sejam mais capazes de retomar o vôo contínuo mesmo sendo estimulados; ou 

por tempos determinados. 

3.3 Purificação da Lf de R. prolixus 

 A hemolinfa foi coletada na presença de cristais de feniltiouréia, EDTA 5 mM 

e uma mistura de inibidores de proteases preparada em NaCl 0,15 M : SBTI 

(soybean trypsin inhibitor) 0,05 mg/mL, LBTI (lima bean trypsin inhibitor) 0,05 mg/mL, 

benzamidina 1 mM e antipaína 0,05 mg/mL (concentrações finais após diluição com 

hemolinfa). A hemolinfa foi então centrifugada por 5 minutos a 13.000 g. O 

sobrenadante foi diluído até 7 mL com NaCl 0,15 M num tubo onde foram 

adicionados previamente 1,75 g de KBr. O material foi centrifugado a 45.000 rpm, a 
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4oC, por 20 horas num rotor Beckman (Beckman, USA) tipo 70.1 Ti. Ao fim da 

centrifugação, o gradiente foi fracionado com um tubo capilar ligado a uma bomba 

peristáltica a partir do topo do tubo. As cinco primeiras frações do gradiente, 

correspondentes a Lf, foram dialisadas contra PBS (fosfato de sódio 10 mM, NaCl 

0,15 M, pH 7,4) e estocadas em nitrogênio líquido para uso posterior. A preparação 

assim obtida era monitorada através de eletroforese em gel de poliacrilamida em 

presença de SDS (SDS-PAGE) de acordo com LAEMMLI (1970). 

3.4  Purificação do fosfato inorgânico radioativo 

 O fosfato inorgânico radioativo (32Pi) foi obtido da Comissão Nacional de 

Energia Nuclear (São Paulo, SP) e purificado por meio de uma coluna Dowex 1x-10 

(DE MEIS & MASUDA, 1974). 

3.5 Preparação da 32P-Lipoforina (32P-Lf) 

 Insetos adultos foram alimentados com sangue de coelho enriquecido com 

32Pi (GONDIM e cols., 1989) em comedouros artificiais (GARCIA e cols., 1975). No 

terceiro dia após alimentação, a hemolinfa foi coletada e a Lf foi purificada conforme 

descrito anteriormente. Cintilação líquida foi usada para a determinação da 

radioatividade das frações contendo Lf. 

3.6  Preparação da 3H-Lipoforina (3H-Lf) 

Ácido palmítico (10 µL, 10 µCi; atividade específica: 1 mCi/mL, Perkin Elmer, 

USA) foi injetado com o auxílio de uma seringa Hamilton® em adultos no terceiro dia 

após alimentação. Após 2 horas, a hemolinfa foi coletada e a Lf purificada conforme 

descrito anteriormente. Rotineiramente, a 3H-Lf foi submetida a uma extração de 

lipídios e análise por cromatografia em camada fina (TLC). As manchas 

correspondentes a cada lipídio foram extraídas e a radioatividade foi estimada por 

cintilação líquida. O principal lipídio marcado presente na 3H-Lf foi o diacilglicerol 
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(OLIVEIRA e cols., 2006). Nas amostras com 3H, para o cálculo de conversão de 

cpm para dpm, foi realizada uma curva padrão de quenching.  

3.7 Preparação da 125I-Lipoforina (125I-Lf) 

 Lf purificada foi iodinada com 125I-iodeto de sódio (Comissão Nacional de 

Energia Nuclear), na proporção de 200 µCi/mg de proteína, usando Iodo-gen (Sigma 

Chemical Co, USA) (100 µg/mg de proteína) seguindo as instruções do fabricante. 

Para remover o iodeto livre, a mistura reacional foi passada em 3 colunas de 

penefsky (PENEFSKY, 1977) usando Sephadex G-50 (Sigma Chemical Co, USA). A 

atividade específica da 125I-Lf foi determinada por contador gamma. 

 

3.8 Preparação da Lf marcada com fluorescência 

3.8.1 Marcação com Texas Red e fluoresceína (FITC) na parte protéica 

Lf purificada foi marcada na parte proteína com o fluoróforo Texas Red (Texas 

Red-Lf) (Molecular Probes, USA) seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. A Lf 

foi seca por centrifugação a vácuo e suspensa em 0,15 mL de NaHCO3, 0,1 M, pH 

9,0; atingindo a concentração final de 10 mg/mL. Adicionou-se a esta solução 70 µL 

de uma solução de Texas Red 10mg/mL em dimetilformamida. O material foi 

mantido sob agitação por 18 horas a 4 oC. Após isto, a mistura reacional foi passada 

em 2 colunas de gel filtração Sephadex G-50 (PENEFSKY, 1977).   

A marcação da Lf com FITC (FITC-Lf) (Sigma Chemical Co, USA) foi 

realizada conforme descrito a seguir.. Cerca de 1 mg de Lf (100-200 µL) foram 

incubados por 1 hora com 10 µL de uma solução de FITC diluída em DMSO (1 

µg/µL) e mais 10% do volume total de NaHCO3, 1 M, pH 8,3. Posteriormente, a 

reação foi interrompida com 7 µL de uma solução de hidroxilamina 50 mM sob 

agitação por 30 minutos. Após isto, a Lf foi separada por gel filtração em penefsky 
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(PENEFSKY, 1977). A marcação da Lf foi monitorada através de SDS-PAGE 

observado sob a luz ultravioleta. 

3.8.2 Marcação fluorescente da Lf na porção lipídica 

 Lf purificada foi marcada com Texas Red conjugado a fosfatidiletanolamina, 

Texas Red (Texas Red-FE) ou fosfatidilcolina conjugada a ácido graxo BODIPY (FC-

AG-BODIPY) ou ácido palmítico-BODIPY (AG-BODIPY) (Molecular Probes, USA) 

como descrito por Martin-Nizard (1987).  Glass beads contendo 0,1 mg de cada 

fluoróforo foram incubadas com 1 mg de Lf purificada por 1 hora, sob agitação, à 

temperatura ambiente. Após este período, a mistura foi aplicada em 2 colunas de gel 

filtração seguidas (PENEFSKY, 1977) para re-isolar a Lf. 

 3.9  Dosagem de proteína 

 As concentrações de proteína das preparações foram determinadas pelo 

método de Lowry e cols. (1951), usando albumina bovina sérica como padrão. 

 

3.10 – Eletroforese em gel de poliacrilamida em condições desnaturantes (SDS-

PAGE) 

As eletroforeses em gel de poliacrilamida (gradiente linear de concentração 

de 6 a 22,5%) foram realizadas na presença de SDS conforme o método de Laemmli 

(1970). Os géis foram corados em Coomassie Brilliant Blue G 0,3% em metanol 46% 

e ácido acético 9%; e descorados em ácido acético 7,5% e metanol 5%. 

Alternativamente, os géis foram corados em Amido Black 0,1% em isopropanol 25% 

e ácido acético 10%; e descorados em ácido acético 7,5% e metanol 5%. 
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3.11 Extração de lipídios e cromatografia em camada fina (TLC) 

Os órgãos coletados foram submetidos à extração de lipídios adicionando-se 

uma mistura de metanol: clorofórmio: água (2:1:0,8) (BLIGH & DYER, 1959). Após 

agitação contínua por cerca de 2 horas, a mistura foi centrifugada por 10 minutos em 

uma centrífuga clínica e o sobrenadante foi coletado. Uma segunda extração foi feita 

com a mesma mistura, agitando-se por 1 hora, seguida de nova centrifugação. O 

segundo sobrenadante foi adicionado ao anterior e então 1,0 ml de água destilada e 

1,0 ml de clorofórmio foram adicionados. O material foi energicamente agitado e 

centrifugado por 15 minutos. A fase orgânica (inferior) que continha os lipídios foi 

então separada com auxílio de uma pipeta Pasteur e seca por arraste em N2.  

Os fosfolipídios foram identificados por cromatografia em camada fina (TLC) 

pelo sistema de solventes de Horwitz and Perlman, 1977. Já os lipídios neutros 

foram analisados utilizando-se uma mistura de hexano-éter etílico-ácido acético 

(60:40:1) como solvente (KAWOOYA & LAW, 1988). As placas foram coradas com 

vapores de iodo ou com ácido fosfórico como descrito por Ruiz e Ochoa (1997) e 

analisadas por densitometria (Image Total Lab software, USA). No caso de amostras 

radioativas, as manchas na placa correspondentes a cada lipídio foram extraídas e a 

radioatividade foi estimada por cintilação líquida.   

3.12 Microscopia de epifluorescência 

 Os tecidos a serem observados foram dissecados no gelo e lavados com 

NaCl 0,15 M sempre protegidos da luz. Os tecidos foram postos em lâminas e 

circundados por um O-ring a fim de não serem danificados pela lamínula. Estas 

lâminas foram analisadas em um microscópio de epifluorescência (Axiovision, Carl 

Zeiss, USA) utilizando-se filtros apropriados para cada tipo de fluorescência: Bodipy 
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e Fluoresceína (excitação a 505 nm e emissão a 515 nm) e Texas-Red (excitação a 

582 nm e emissão a 601 nm). 

3.13 Incorporação de 32P-fosfolipídios por diferentes órgãos e ao longo dos dias 

após a alimentação 

32P-Lf (2 x 104 cpm) foi injetada em machos adultos de 1ª alimentação (n=4) 

em diferentes dias após a alimentação. Cerca de 24 horas após cada  injeção, os 

testículos foram dissecados em solução de Ringer (MADRELL,1969); e 

homogeneizados em NaCl 0,15 M. A radioatividade associada foi determinada por 

cintilação líquida. Para verificar a incorporação de fosfolipídios por diferentes órgãos 

em machos, 32P-Lf (1 x 104 cpm) foi injetada em machos adultos de 1ª alimentação 

(n=10). Após 24 horas, os órgãos foram dissecados, homogeneizados e a 

radioatividade associada foi estimada por cintilação líquida. 

3.14 Cinética de incorporação de 32P-fosfolipídios, 3H-lipídios neutros e 125I-Lf pelos 

testículos 

32P-Lf (10 x 104 cpm), 3H-Lf (5 x 104 dpm) ou 125I-Lf  (3 x 105 cpm) foram 

injetadas em machos adultos de 1a alimentação (n=5) no 2o dia após a alimentação 

a 28 oC. Um grupo controle com animais mantidos a 4 oC também foi realizado. Após 

diferentes tempos, os testículos foram dissecados, lavados em solução fisiológica 

(MADRELL, 1969) e, adicionalmente, a hemolinfa foi coletada. Os testículos foram 

homogeneizados em NaCl 0,15 M e a radioatividade associada foi estimada por 

cintilação líquida, no caso das amostras marcadas com 32Pi e 3H, e por contador 

gamma no caso das amostras marcadas com 125I. 
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3.15 Ensaio de ligação  

 Testículos não-radioativos (n=5) foram dissecados e incubados em meio 

Sigma 199 por diferentes tempos a 4 oC em três diferentes condições experimentais: 

na presença de 32P-Lf (0,5 mg/mL); com 32P-Lf na presença de Lf não-radioativa, 70 

mg/mL; ou na presença de albumina bovina sérica, 70 mg/mL. Após a incubação, os 

órgãos foram lavados em 1 mL solução fisiológica (MADRELL, 1969) por 30 minutos 

a 28oC; e homogeneizados em NaCl, 0.15 M. A radioatividade foi determinada por 

cintilação líquida. 

 

3.16 Detecção da Lf por Western Blotting   

Lf purificada (40 µg) foi injetada em machos adultos no 2o dia após a 

alimentação (n=5). Isto foi realizado para que os insetos deste experimento também 

foram submetidos ao estresse metabólico causado pela injeção, como no caso dos 

experimentos anteriores em que a Lf radioativa foi injetada. Após diferentes tempos, 

os testículos foram dissecados e homogeneizados em coquetel de inibidores. O 

homogenato total de cada tempo (30 µg) foi separado por SDS-PAGE. O padrão de 

peso molecular Fermentas (Fermentas Life Sciences, USA) foi utilizado. Western 

blotting foi realizado conforme descrito a seguir: os géis foram transferidos para uma 

membrana de nitrocelulose a 190 mA por 90 minutos. As membranas foram 

bloqueadas por 1 hora em TBS-Tween-Albumina (Tris-HCl 10 mM pH 8,0; NaCl 150 

mM; Tween 20 0,05%; albumina 2%) e esta foi incubada com anticorpo primário anti-

Lf feito em coelho (1:10000) (ATELLA e cols., dados não-publicados) por 2 horas e 

posteriormente com anticorpo secundário conjugado a peroxidase (1:10000) anti-

coelho feito em burro por 1 hora. A membrana foi revelada utilizando um kit ECL 

(Amersham Pharmacia Biochem, USA) conforme instruções do fabricante. 
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3.17 Composição dos lipídios da Lf incorporados pelos testículos 

A 3H-Lf (5 x 104 dpm) ou 32P-Lf (10 x 104 cpm) foram injetadas separadamente 

em machos adultos no 2º dia após a alimentação (n=10). Após 24 horas, os 

testículos foram isolados, lavados com NaCl 0,15 M  e submetidos a uma extração 

lipídica. Os lipídios totais extraídos foram separados por TLC para lipídios neutros ou 

para fosfolipídios conforme descrito anteriormente. As manchas na placa 

correspondentes a cada lipídio foram extraídas e a radioatividade foi estimada por 

cintilação líquida.  A radioatividade foi quantificada e expressa como dpm/cpm do 

lipídio por dpm/cpm totais (todos os lipídios = 100%). 

3.18 Visualização da Lf e lipídios fluorescentes nos testículos 

A Lf marcada tanto na porção proteica com FITC como na porção lipídica com 

Texas Red-FE (25 µg) ou; somente na porção lipídica com FC-AG-BODIPY ou AG-

BODIPY (25 µg) foi injetada em machos adultos no 2º dia após a alimentação (n=4). 

Após 24 horas, os testículos e as vesículas seminais foram isolados, lavados com 

NaCl 0,15M e processados para análise por microscopia de epifluorescência 

conforme descrito anteriormente.  

3.19 Isolamento dos espermatozóides 

3H-Lf (5 x 104 dpm) foi injetada em machos adultos no segundo dia após a 

alimentação (n=20). Após 24 horas, os testículos foram dissecados e lavados em 

solução fisiológica (MADRELL,1969). O isolamento dos espermatozóides foi 

realizado segundo Cerrolini e cols. (1997) com algumas modificações. Os tecidos 

foram gentilmente homogeneizados em PBS 1% sacarose e centrifugados a 
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temperatura ambiente por 5 minutos a 1000 rpm. O sobrenadante foi coletado e o 

mesmo volume de PBS 1% sacarose foi adicionado. A mistura foi centrifugada a 4oC 

por 15 minutos a 2500 rpm para separar espermatozóides (precipitado) do plasma 

seminal (sobrenadante). O sobrenadante foi coletado e o precipitado foi lavado com 

PBS contendo 1% sacarose e centrifugado novamente nas mesmas condições. Os 

dois sobrenadantes e os dois precipitados foram reunidos separadamente e 

submetidos a uma extração lipídica. Os lipídios foram analisados por TLC como 

descrito anteriormente. 

Em alguns experimentos foram feitas contagens de espermatozóides da 

seguinte forma: os testículos ou espermatecas de insetos de diferentes dias após a 

alimentação ou reunião foram gentilmente homogeneizados em solução fisiológica 

de Ringer (MADRELL,1969) a temperatura ambiente. Colocou-se 20 µL deste 

homogenato em uma câmara de Neubauer e contaram-se os espermatozóides.  

3.20 Transferência de lipídios durante a cópula 

Fêmeas e machos de 5º estágio foram separados individualmente em vials 2 

semanas após a alimentação como 5º estágio mas antes da muda. Após 3 semanas, 

estes insetos (n=5) foram alimentados e, 2 dias após este repasto, cada macho foi 

injetado com a Lf marcada radioativamente (6 x 104 cpm/dpm) e posto em um 

mesmo vial com uma fêmea virgem não-injetada por 5 dias. Após este período, os 

testículos, glândulas acessórias e vesículas seminais do macho; e as espermatecas 

da fêmea (ver figura 4) foram dissecados, lavados e homogeneizados em NaCl 0,15 

M. A radioatividade associada foi estimada por cintilação líquida ou contador 

gamma. Alternativamente, a hemolinfa de fêmeas que copularam com machos 

previamente injetados com 3H-Lf (n=10) foi coletada e a radioatividade foi 
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mensurada. Em alguns experimentos, esperou-se até a postura de ovos e a 

radioatividade destes foi determinada. 

Para os experimentos com fluorescência, os casais (n=4) foram alimentados 

e, 2 dias após este repasto, cada macho foi injetado com a Lf duplamente marcada 

na porção protéica com Texas Red e na porção lipídica com FC-AG-BODIPY; ou na 

porção lipídica com AG-BODIPY e Texas Red-FE, e posto em um mesmo vial com 

uma fêmea virgem não-injetada por 24 horas. Os órgãos foram dissecados em 

solução fisiológica (MADRELL,1969) e foi feita a análise por microscopia de 

fluorescência como descrito anteriormente. 

3.21 Capacidade de síntese de fosfolipídios pelas espermatecas a partir de 

precursores radioativos 

As espermatecas de fêmeas adultas (4 espermatecas reunidas por 

ponto/tempo; n=2) foram dissecadas e incubadas em meio Sigma 199 na presença 

de fosfato inorgânico radioativo, 32Pi (0,5 µCi) ou com ácido palmítico radioativo 3H 

(0,5 µCi) por diferentes tempos. Após os tempos desejados, as espermatecas foram 

lavadas e, homogeneizadas em NaCl 0,15 M. Os órgãos foram submetidos a uma 

extração de lipídios e, os lipídios foram separados por TLC para lipídios neutros. As 

manchas correspondentes aos fosfolipídios foram raspadas das placas e a 

radioatividade associada foi determinada por cintilação líquida.  

3.22 Composição dos lipídios transferidos às espermatecas durante a cópula 

A 3H-Lf (5 x 104 dpm) foi injetada em machos de 1ª alimentação no 2º dia 

após a alimentação (n=10). Estes machos foram reunidos à fêmeas não-injetadas 

por 5 dias. Após este período, as espermatecas das fêmeas foram dissecadas, 

lavadas com NaCl 0,15 M  e submetidos a uma extração lipídica. Os lipídios totais 

extraídos foram separados por TLC para lipídios neutros conforme descrito 
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anteriormente. As manchas na placa correspondentes a cada lipídio foram extraídas 

e a radioatividade foi estimada por cintilação líquida.  A radioatividade foi 

quantificada e expressa como dpm do lipídio por dpm totais (todos os lipídios = 

100%).  

3.23 Capacidade de vôo de machos de R. prolixus 

 Machos de 1ª alimentação (n=10) foram submetidos ao vôo até a exaustão 

por diferentes dias após a alimentação. O tempo de vôo foi contado em cada dia e 

expresso em um gráfico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 – Esquema dos aparelhos reprodutores de R. prolixus. 
(Adaptado de PÉREZ, 1969). 
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3.24 Influência do vôo na transferência de lipídios da Lf aos testículos/ovários e 

músculos de vôo 

 Machos ou fêmeas de R. prolixus (n=5) submetidos ao vôo por diferentes 

tempos foram injetados com 32P-Lf ou 3H-Lf (5 x 104 cpm / dpm). Após 24 horas, os 

testículos no caso de machos, os ovários no caso das fêmeas além dos músculos de 

vôo foram dissecados e a radioatividade associada foi estimada por cintilação 

líquida. 

Para se identificar o perfil lipídico dos ovários e músculos de vôo após o vôo, 

fêmeas voaram por uma hora (n=5). Após isto, os ovários e músculos de vôo foram 

dissecados e lavados em solução fisiológica (MADRELL, 1969). Os órgãos foram 

homogeneizados em NaCl 0,15 M e submetidos à extração de lipídios. Os lipídios 

foram separados por TLC conforme descrito anteriormente. As placas foram coradas 

com ácido fosfórico e analisadas por densitometria. Uma curva de massa de lipídios 

foi feita utilizando amostras de 50, 100 e 200 µg de padrão de colesterol (Sigma). 

3.25 Produção de espermatozóides e a influência do vôo   

Em diferentes dias após alimentação com sangue, os testículos dos machos 

foram dissecados e realizou-se a contagem de espermatozóides conforme descrito 

anteriormente (n=5). Para se verificar a influência do vôo na produção de 

espermatozóides pelos testículos, machos de R. prolixus voaram até a exaustão ou 

por tempos determinados no 2º dia após a alimentação (n=5). Após isto, os 

testículos foram dissecados e os espermatozóides contados como descrito 

anteriormente.  

3.26 Influência do vôo na transferência de lipídios durante a cópula 

Machos de R. prolixus voaram até a exaustão ou por tempos determinados no 

2º dia após a alimentação (n=5). Após isto, cada macho foi injetado com a 3H-Lf (5 x 
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104 dpm) e posto em um mesmo vial com uma fêmea virgem não-injetada por 4 dias. 

Após este período, os testículos e músculos de vôo dos machos; e as espermatecas 

das fêmeas foram dissecados, lavados e homogeneizados em NaCl 0,15M. A 

radioatividade associada foi estimada por cintilação líquida.  

3.27 Influência do vôo na transferência de espermatozóides durante a cópula e na 

oviposição  

Machos de R. prolixus voaram até a exaustão no 2º dia após a alimentação 

(n=10). Após isto, os machos reunidos às fêmeas virgens não-injetadas por 4 dias. 

Após isto, as espermatecas foram dissecadas e os espermatozóides contados como 

descrito anteriormente. Adicionalmente, esperou-se até a postura de ovos das 

fêmeas que copularam tanto com machos em repouso tanto com machos que 

voaram. Os ovos foram contados e o resultado expresso em um gráfico. O mesmo 

experimento foi feito submetendo-se fêmeas ao vôo exaustivo. Um grupo com 

fêmeas mantidas em repouso também foi realizado. Após o vôo, esperou-se até a 

postura de ovos e o número de ovos foi contado. 

• EXPERIMENTOS UTILIZANDO Locusta migratoria 

3.28 Os Insetos 

Os insetos foram mantidos em condições gregárias a 30 oC , com umidade de 

40% e ciclo claro/escuro de 12 horas.  Os insetos foram alimentados diariamente 

com uma mistura de gramíneas. Os insetos pertencem à colônia do Departamento 

de Fisiologia Bioquímica da Universidade de Utrecht, Holanda. 

3.29 Purificação de HDLp e LDLp  

A hemolinfa foi retirada de adultos 12-15 dias após a muda com o auxílio de 

uma seringa Hamilton de 50 µL. A hemolinfa era diretamente diluída em tampão de 
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diluição (tampão PBS, EDTA 10 mM, leupeptina 1 mg/mL, aprotinina 1mg/mL em 

NaN3 0,02%). A diluição final de hemolinfa e tampão de diluição era de 0,8:1. Em um 

tubo de centrifuga de 35 mL foram misturados cuidadosamente 15 mL de solução de 

KBr (densidade 1,300g/mL) e 2 a 3 mL de hemolinfa diluída. Após isto, foi 

adicionado até o início do tubo, solução de NaCl 0,9%. O material foi centrifugado a 

49.000 rpm a 4 oC por 4 horas num rotor vertical Sorvall Pro (Thermo Fisher 

Scientific, Inc., USA). Após a centrifugação, o gradiente foi fracionado e as frações 

correspondentes a HDLp estocadas em KBr a 4 oC.   

A purificação de LDLp foi realizada mediante injeção de AKH (10 µL/ animal, 

solução de 10pM/µL). Após 2 horas, a hemolinfa foi coletada e a LDLp purificada 

conforme descrito acima para HDLp. 

3.30 Marcação da HDLp e LDLp   

 A HDLp foi marcada fluorescentemente segundo Van Hoof e cols., 2003. 

HDLp previamente purificada (1 mg/mL) foi marcada com fluorescência na porção 

lipídica em PBS pH 7,4 com 50 µL/mL DiI (C18(3)) (1,1’ – dioctadecyl-3,3,3’,3’ – 

tetramethylindocarbocyanine percholate) (Molecular Probes, USA) in DMSO (3 

µg/µL) a 37oC sob agitação constante por 2 horas. A HDLp (1 mg/mL) também foi 

marcada na porção protéica com  20 µg/µL de OG (Oregon Green 488 carboxylic 

acid) (Molecular Probes, USA) em DMSO (1µg/µL), à temperatura ambiente, 

agitando constantemente por 30 minutos segundo instruções do fabricante. DiI e 

OG-HDLp foram aplicadas numa coluna de gel filtração Sephadex G-25 PD-10 

(Amersham Pharmacia Biotech, USA) para separar a proteína marcada do excesso 

de fluoróforo  livre e substituir o PBS pelo tampão de incubação (10 mM HEPES, 50 

mM NaCl, 10 mM KCl, 5 mM CaCl2, 2 mM MgSO4, pH 7,4).  A LDLp foi marcada 

conforme descrito anteriormente para HDLp. 
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3.31 Ensaio de endocitose e microscopia de fluorescência  

Os testículos em diferentes dias após a muda foram dissecados em TBS 

(Tris-HCl 10 mM, NaCl 150 mM, 1 mM CaCl2, pH 7,4), lavados em tampão de 

incubação e incubados com DiI-HDLp, 10 µg/mL, ou com OG-HDLp, 150 µg/mL, ou  

OG-LDLp, 150 µg/mL por 20 minutos a 27oC. Os testículos foram lavados 

extensivamente em PBS e fixados em 4% de paraformaldeído em PBS por 20 

minutos a temperatura ambiente. Para a observação dos núcleos das células, os 

tecidos já fixados foram posteriormente incubados em DAPI 0,125 ug/mL (Roche 

Diagnostics, USA) em PBS por mais 20 minutos à temperatura ambiente. A 

marcação fluorescente das amostras foi analisada no microscópio de 

epifluorescência Axioscop (Carl Zeiss, Alemanha) e as imagens foram tratadas 

utilizando o programa Adobe Photoshop 7.0 (Adobe Systems, USA). 

3.32 Preparação das frações de membrana 

 Os tecidos foram parcialmente homogeneizados em tampão de incubação 

com um coquetel de inibidores de proteases (benzamidina, 0,1 mM, leupeptina, 1 

µg/mL, aprotinina, 1 µg/mL) com o auxílio de uma ponteira para tip cortada na ponta 

e incubados a 4oC por 10 minutos. As amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 

5 minutos a 4oC e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspenso no 

mesmo tampão de homogeneização adicionado com CHAPS 1%. A suspensão foi 

incubada a 4oC por 10 minutos e centrifugada novamente a 10.000 g. O 

sobrenadante foi coletado e centrifugado a 10.000 g novamente. O sobrenadante 

final contendo as membranas foi usado prontamente. 
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3.33 Detecção do LpR por Western Blotting  

A fração de membrana dos testículos foi colocada em um tubo eppendorf 

(Eppendorf, Germany) e aquecida por 5 minutos a 95oC em tampão de amostra 

Laemmli modificado (Laemmli, 1970) ou diretamente dissolvida no tampão Laemmli 

modificado sem aquecimento (SDS 0,025% e nenhum agente desnaturante). As 

proteínas então foram separadas por SDS-PAGE (gel 7,5%). As proteínas de 

membrana separadas foram transferidas para uma membrana de polivinil fluoreto 

(PVDF, Millipore, USA) e incubadas com tampão de bloqueio (TBS, 0,1% Tween, 5% 

de leite) por 1 hora. Posteriormente, a membrana foi incubada com anticorpo 

primário feito em coelho anti-LpR 2189/90 (1:200) (VAN HOOF e cols., 2002) por 2 

horas e com anticorpo secundário anti-coelho feito em bode conjugado a fosfatase 

alcalina 1:5000 por 1 hora (Molecular Probes, USA). O anticorpo secundário ligado 

foi visualizado incubando a membrana em tampão contendo Tris-HCl,100 mM, NaCl, 

100 mM, MgAc2, 10 mM, p-nitro azul cloreto de tetrazolium (NBT; Boehringer 

Mannheim, Germany), 50 µg/mL, 5-bromo-4-cloro-3-indol-fosfato p-toluidina (BCIP; 

Roche Diagnostics, USA), 25  µg/mL, pH 9,0. Alternativamente, o método de 

revelação usado foi o ECL (Amersham Pharmacia Biotech, USA), nestas condições, 

foi usado o anticorpo secundário feito em bode anti-coelho conjugado a peroxidase 

1:20000 (Molecular Probes, USA). Para visualização das proteínas transferidas à 

membrana de PVDF, ao final do experimento, estas foram coradas com Ponceau 

Red 0,2% em metanol 1% (vindo da seguinte solução estoque do corante: Ponceau 

Red 2% em ácido tricloroacético 30% (p/v) e ácido sulfosalicílico 30 % (p/v); 1:10 em 

metanol 1% (p/v)). 
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3.34 Ensaio de ligação e endocitose  

Os testículos foram dissecados em TBS (Tris-HCl 10 mM, NaCl 150 mM, 1 

mM CaCl2, pH 7,4), lavados em tampão de incubação e incubados com DiI-HDLp, 10 

µg/mL ou com OG-HDLp, 150 µg/mL por 20 minutos a 4oC. Os testículos foram 

gentilmente lavados em PBS e incubados em tampão de incubação sem a HDLp por 

20 minutos a 27 oC. Após isto, os órgãos foram lavados em PBS e tratados para 

microscopia como descrito anteriormente.  

3.35 Ensaio de inibição da endocitose por competição 

 Os testículos foram dissecados em TBS (Tris-HCl 10 mM, NaCl 150 mM, 1 

mM CaCl2, pH 7,4), lavados em tampão de incubação e incubados com OG-HDLp, 

150 µg/µL mais um excesso de HDLp não-marcada de L. migratoria, ou de HDLp 

não-marcada de R. prolixus ou albumina sérica bovina (5 vezes) por 20 minutos a 27 

oC. Após isto, os órgãos foram lavados em PBS e tratados para microscopia como 

descrito anteriormente. 

 3.36 Ensaio de inibição da endocitose com suramina e cloreto de amônio  

Os testículos foram dissecados em TBS (Tris-HCl 10 mM, NaCl 150 mM, 1mM 

CaCl2, pH 7,4), lavados em tampão de incubação e pré-incubados com NH4Cl, 

20mM ou suramina, 5 mM por 20 minutos a 4oC. Os testículos foram gentilmente 

lavados extensivamente em PBS e incubados em tampão de incubação com OG-

HDLp, 150 µg/mL ou DiI-HDLp, 10 µg/mL por 20 minutos a 27 oC. Após isto, os 

órgãos foram lavados em PBS e tratados para microscopia como descrito 

anteriormente.  
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3.37 Ensaio de endocitose com tripsina  

 Os testículos foram dissecados em TBS (Tris-HCl 10mM, NaCl 150 mM, 1mM 

CaCl2, pH 7,4), lavados em tampão de incubação e incubados com OG-HDLp, 

150ug/mL por 20 minutos a 27oC. Após isto, os tecidos foram transferidos para um 

meio contendo tripsina 5% e EDTA 0,53 mM à temperatura ambiente por 5 minutos. 

Após isto, os órgãos foram lavados em PBS e tratados para microscopia como 

descrito anteriormente.  
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4- RESULTADOS - PARTE I: TRANSPORTE DE LIPÍDIOS MED IADO PELA 

LIPOFORINA AOS TESTÍCULOS DE Rhodnius prolixus 

 

 Com objetivo de se verificar a entrega de lipídios pela Lf a diferentes órgãos 

de machos de R. prolixus, a Lf marcada radioativamente nos fosfolipídios com 

fosfato inorgânico, 32P-Lf, foi injetada em machos adultos de 1ª alimentação. Após 

24 horas, os órgãos foram isolados e a incorporação de 32P-fosfolipídios foi 

mensurada por cintilação líquida.  Como esperado, o corpo gorduroso, órgão em 

insetos que reúne as funções do tecido adiposo e fígado de vertebrados, foi capaz 

de incorporar intensamente os fosfolipídios provenientes da Lf (Figura 5). Além 

disso, verificou-se que a Lf entregou uma grande quantidade de 32P-fosfolipídios aos 

testículos. Coração, cujo tamanho é proporcionalmente muito menor do que os 

outros órgãos usados, e intestino médio apresentaram valores basais de 

incorporação de radioatividade associada aos fosfolipídios. 

 Em insetos hematófagos, a alimentação sanguínea regula uma série de 

processos metabólicos. Por isso, investigou-se a capacidade de entrega lipídica da 

Lf aos testículos nos diferentes dias após o repasto sanguíneo. A 32P-Lf foi injetada 

em machos em diferentes dias após a alimentação. Estes insetos foram dissecados 

24 horas após cada dia de injeção selecionado e a radioatividade associada aos 

testículos foi determinada. No 2º dia após a alimentação, a Lf apresentou sua 

capacidade máxima de entrega de lipídios aos testículos (Figura 6). Esta capacidade 

de entrega decresceu após o 3º e 4º dias e, em seguida, se manteve constante até o 

15º dia. Este resultado indica que o abastecimento de lipídios aos testículos pela Lf é 

constante.   
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Figura 5 - Incorporação de 32P-fosfolipídios provenientes da 32P-Lf por 

diferentes órgãos de R. prolixus. 

A Lf marcada radioativamente nos fosfolipídios com 32Pi (1 x 104 cpm) foi 

injetada em machos de 1ª alimentação. Após 24 horas, coração (Cor ), corpo 

gorduroso (CG), intestino médio (Int ) e testículos (Tes) foram dissecados. A 

radioatividade associada a cada órgão, indicando a incorporação de fosfolipídios 

radioativos vindos da 32P-Lf, foi estimada por cintilação líquida. Os pontos no gráfico 

representam média ± DP para três determinações. 
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Figura 6 - Incorporação de 32P-fosfolipídios provenientes da 32P-Lf pelos 

testículos em diferentes dias após a alimentação. 

A Lf marcada radioativamente na porção fosfolipídica com 32Pi (2 x 104 cpm) foi 

injetada em machos de R. prolixus em diferentes dias após a alimentação. Os 

testículos foram dissecados em 24 horas após cada injeção. A incorporação dos 32P-

fosfolipídios pelos testículos em cada dia escolhido foi determinada por cintilação 

líquida.  Os pontos no gráfico representam média ± DP para três determinações. 
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A fim de se entender a dinâmica de entrega de diferentes classes de lipídios 

pela Lf aos testículos ao longo do tempo, foi realizado um curso temporal utilizando 

Lf marcada radioativamente nos fosfolipídios, 32P-Lf, ou nos lipídios neutros 

principalmente no DAG, a 3H-Lf. 

No 2º dia após a alimentação, a 32P-Lf foi injetada na hemocele de machos 

adultos, e após diversos tempos, os testículos foram dissecados e a radioatividade 

foi determinada. O resultado apresentado na Figura 7 mostra que a incorporação de 

32P-fosfolipídios pelos testículos foi linear até cerca de 30 horas após a injeção; após 

isto, ela começou a decair. Paralelamente, observou-se que a radioatividade 

presente na hemolinfa (local onde a Lf se encontrava inicialmente) diminuiu ao longo 

dos tempos analisados demonstrando que houve captação da radioatividade pelos 

órgãos do inseto, entre eles, os testículos. Ensaios realizados a 4oC demonstraram 

uma baixa incorporação de 32P-fosfolipídios pelo órgão, provavelmente devido 

somente, à simples associação da lipoproteína aos seus sítios de ligação no 

testículo. 

A incorporação de lipídios neutros pelos testículos provenientes da 3H-Lf é 

demonstrada na Figura 8. Constatou-se que os testículos mais rapidamente 

assimilaram 3H-lipídios neutros da Lf; se comparado aos 32P-fosfolipídios (Figura 7). 

A incorporação ocorreu de forma linear até cerca de 8 horas após a injeção, 

diminuindo após isto. Paralelamente, a radioatividade presente na hemolinfa decaiu 

ao longo do curso temporal. Nenhuma incorporação de 3H-lipídios neutros pelos 

testículos a 4oC foi observada.  
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Figura 7 – Cinética de incorporação de 32P-fosfolipídios pelos testículos.  
 Para se verificar a incorporação de fosfolipídios vindos da Lf pelos testículos em um 

curso temporal, machos adultos foram injetados com 32P-Lf (10 x 104 cpm) a 28 oC 

no 2º dia após a alimentação. Em diferentes tempos após a injeção, os testículos 

foram dissecados e a hemolinfa foi coletada. A radioatividade associada aos 

testículos (●) e à hemolinfa (○) foi estimada por cintilação líquida. para quatro 

determinações. A ligação da 32P-Lf aos testículos a 4 oC também foi determinada 

(▲). 
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Figura 8 - Cinética de incorporação de 3H-lipídios neutros pelos testículos.  
 Para se verificar a incorporação de lipídios neutros, principalmente DAG, vindos da 

Lf pelos testículos em um curso temporal, machos adultos foram injetados com 3H-Lf 

(5 x 104 dpm) a 28 oC no 2º dia após a alimentação. Em diferentes tempos após a 

injeção, os testículos foram dissecados e a hemolinfa foi coletada. A radioatividade 

associada aos testículos (●) e à hemolinfa (○) foi estimada por cintilação líquida. Os 

pontos no gráfico representam média ± DP para quatro determinações. A ligação da 
3H-Lf aos testículos a 4 oC também foi determinada (▲). 
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Para se analisar se as apolipoforinas eram incorporadas pelos testículos 

durante o processo de entrega de lipídios, procedeu-se um curso temporal a 28oC e 

4oC com 125I-Lf (Figura 9).  A 28oC, a incorporação da 125I-Lf foi linear até 30 horas e 

depois decaiu; padrão similar ao observado para a cinética de fosfolipídios. Por outro 

lado, nenhuma incorporação de lipoproteína marcada pelos testículos foi observada 

a 4oC. Este dado aponta para a hipótese de que a internalização da Lf pelos 

testículos é um processo dependente de energia. Verificou-se que, semelhante à 

cinética com os lipídios marcados na Lf, houve uma diminuição da radioatividade 

presente na hemolinfa indicando captação da Lf pelos órgãos dos machos de R. 

prolixus, entre eles, os testículos. Quando o sinal radioativo foi acompanhado na 

hemolinfa até 5 dias após a injeção, nenhum pico de radioatividade foi encontrado. 

Isto indica que não há nenhum retorno das 125I-apolipoforinas anteriormente 

captadas pelos testículos à hemolinfa. 

A fim de confirmar a observação que a Lf é realmente captada pelos 

testículos e permanece no interior das células deste órgão, um western blotting 

utilizando um anticorpo anti-Lf foi realizado. Os insetos foram injetados com Lf não-

radioativa e, após diferentes tempos, os testículos foram isolados, homogeneizados 

e as proteínas destes homogenatos foram separadas por SDS-PAGE e transferidas 

para uma membrana de nitrocelulose. Na Figura 10, pode-se detectar as apoLf-I e 

apoLf-II nos homogenatos de até 3 dias após a injeção. Já no 5º dia após a injeção 

da Lf, percebe-se que o desaparecimento do sinal da apoLf-II o que indicaria a 

degradação da apolipoforina pelos testículos.  

 

 

 



 44 

0 20 40 60 80 100 120 140 160

1

2

3

4

5

6

Horas após a injeção

cp
m

 1
0-3

/p
ar

 d
e 

te
st

íc
ul

os

50

100

150

200

250

300

cpm
 10 -3/ 5uL de

 hem
olinfa

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Cinética de incorporação da 125I-Lf pelos testículos.  

Um curso temporal para se verificar se a partícula inteira de Lf era incorporada 

durante o transporte de lipídios aos testículos foi realizado utilizando-se uma Lf 

marcada na parte protéica com 125I. Machos adultos foram injetados com 125I-Lf (3 x 

105 cpm) a 28 oC no 2º dia após a alimentação. Em diferentes tempos de injeção, os 

testículos foram dissecados e a hemolinfa foi coletada. A radioatividade associada 

aos testículos (●) e à hemolinfa (○) foi estimada por cintilação líquida. Os pontos no 

gráfico representam média ± DP para quatro determinações. A seta preta indica os 

pontos no gráfico para 5 dias após a injeção. A ligação da 125I-Lf aos testículos a 4 
oC também foi determinada (▲). 

 

 

5 dias 
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Figura 10 - Detecção da Lf nos testículos por Western Blotting  

No 2º dia após a alimentação, Lf purificada (40 µg) foi injetada em machos adultos e 

em diferentes tempos após a injeção, os testículos foram isolados e 

homogeneizados em coquetel de inibidores de proteases. As proteínas de cada 

homogenato (30 µg/poço) foram separadas por SDS-PAGE e o gel corado por 

Amido Black (A). A fim de se detectar a presença de Lf por Western blotting, o gel foi 

transferido para uma membrana de nitrocelulose, e esta foi incubada com anticorpo 

primário anti-Lf. A membrana foi revelada por ECL conforme descrito no item 3.16 de 

METODOLOGIA. Lf purificada e albumina bovina sérica (30 µg/cada) foram usadas 

como controles positivo e negativo, respectivamente. 

ALB: albumina bovina sérica; PPM: padrão de peso molecular; 5d: 5 dias. As setas 

pretas no Painel B indicam a presença das apolipoproteínas apoLf-I e apoLf-II nas 

amostras analisadas. 
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Com o objetivo de conhecer a composição dos lipídios incorporados pelos 

testículos durante o processo de captação da Lf, machos adultos foram injetados 

com 3H-Lf ou 32P-Lf no 2º dia após a alimentação. Após 24 horas, os testículos foram 

coletados e submetidos a uma extração de lipídios. Os lipídios obtidos foram 

separados e analisados por cromatografia em camada fina (TLC). Fosfolipídios, 

diacilglicerol e triacilglicerol foram os principais lipídios marcados encontrados nos 

testículos (Figura 11A). Dentre os fosfolipídios, fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina 

foram os lipídios marcados majoritariamente encontrados nos testículos (Figura 

11B).  

Para testar a hipótese da captação da Lf pelos testículos se tratar de um 

processo mediado por receptor, foi realizado um ensaio de competição. Testículos 

não-radioativos foram incubados com 32P-Lf a 4oC com ou sem um excesso de Lf 

não-radioativa (Figura 12). Uma incubação com um excesso de albumina bovina 

sérica (uma proteína não-específica no processo de ligação da Lf aos testículos) foi 

utilizada como controle.  

Os resultados obtidos mostram que, na presença da Lf não-radioativa, a 

ligação da 32P-Lf aos testículos foi inibida ao longo do tempo de incubação. Portanto, 

há uma competição entre a Lf não-marcada e a 32P-Lf pelos sítios de ligação nos 

testículos. Além disso, nenhuma inibição foi observada utilizando-se a albumina não-

marcada. Este conjunto de dados sugere que a captação da Lf pelos testículos está 

relacionada a um processo mediado por receptor e, provavelmente incluí a 

participação de um receptor específico.  
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Figura 11 – Composição dos lipídios da Lf incorpora dos pelos testículos. 

A 3H-Lf (5 x 104 dpm) (A) ou 32P-Lf (10 x 104 cpm) (B) foi injetada em machos 

adultos. Após 24 horas, os testículos foram isolados; e os lipídios totais extraídos e 

analisados por TLC.  A radioatividade associada a cada classe de lipídio foi 

quantificada e expressa como dpm/cpm do lipídio por dpm/cpm totais (todos os 

lipídios = 100%) média ± erro padrão para três experimentos independentes. Painel 

A: lipídios neutros. COLes: colesterol esterificado; DAG: diacilglicerol; AG: ácidos 

graxos livres; FL: fosfolipídios; ND: não-determinado; TAG: triacilglicerol. Painel B: 

fosfolipídios. EM: esfingomielina; FC: fosfatidilcolina; FE: fosfatidiletanolamina; FI: 

fosfatidilinositol; FS: fosfatidilserina; ND: não-determinado. 
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Figura 12 – Ensaio de ligação da 32P-Lf aos testículos. 

Testículos não-radioativos foram dissecados de machos adultos no 2º dia após a 

alimentação. A ligação da 32P-Lf (0,5 mg/mL) aos testículos foi determinada a 4 oC 

em diferentes tempos de incubação e em três diferentes condições experimentais: 

somente na presença de 32P-Lf (■); com 32P-Lf e um excesso de Lf não-radioativa 

(70 mg/mL) (●); ou com 32P-Lf e um excesso de albumina bovina sérica (70 mg/mL) 

(▲). A radioatividade associada foi determinada por cintilação líquida. Os resultados 

são médias ± DP de três determinações. 
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A fim de se visualizar a internalização da Lf nos testículos, uma Lf duplamente 

marcada na porção protéica com fluoresceína (FITC) e, na porção lipídica com 

fosfatidiletanolamina marcada com Texas Red (Texas Red-FE) foi injetada em 

machos no 2º dia após a alimentação. Após 24 horas, os testículos foram isolados e 

a localização da Lf analisada por microscopia de fluorescência (Figura 13). 

Alternativamente, uma Lf marcada na porção lipídica com fosfatidilcolina marcada 

nos ácidos graxos com BODIPY (FC-AG-BODIPY) ou somente com ácido graxo 

marcada com BODIPY (AG-BODIPY) foi utilizada (Figura 14). 

Na Figura 13, observa-se uma co-localização das apolipoforinas e dos 

fosfolipídios marcados no interior do tecido principalmente próxima de junções 

testiculares. Esta observação corrobora com o fato que a partícula inteira da Lf é 

internalizada de forma similar pelos testículos (Figuras 7 e 9).  A localização da 

fosfatidilcolina e do ácido graxo marcados com BODIPY nos testículos é mostrada 

na Figura 14.  

 As vesículas seminais recebem o esperma produzido pelos testículos e 

secreções das glândulas acessórias para a formação do sêmen. Sabe-se que a 

incorporação de fosfolipídios e lipídios neutros radioativos da Lf pelas vesículas 

seminais de R. prolixus é muito baixa (OLIVEIRA e cols, dado não-mostrado). Desta 

forma, avaliou-se a possibilidade de se encontrar marcação fluorescente de lipídios 

da Lf neste órgão provenientes do esperma ou do fluido seminal liberados pelos 

testículos. Para isto utilizou-se uma Lf duplamente marcada na porção protéica com 

Texas Red e na porção lipídica com fosfatidilcolina marcada nos ácidos graxos com 

BODIPY (FC-AG-BODIPY). Esta Lf foi injetada em machos adultos no 2º dia após a 

alimentação. Após 24 horas, os testículos foram isolados e a localização da Lf 

analisada por microscopia de fluorescência. Pode-se verificar a presença da 



 50 

fosfatidilcolina marcada nas vesículas seminais (Figura 15). Entretanto, nenhuma 

marcação da Lf na parte protéica foi vista neste órgão. Estas evidências sugerem 

que parte dos lipídios incorporados pelos testículos no processo de internalização da 

Lf pode, em algum momento, ser transferida para as vesículas seminais e, 

posteriormente às fêmeas durante a cópula. E, aparentemente, isto não ocorreria 

com a parte protéica da Lf. Esta possível transferência de lipídios durante a cópula e 

o papel da Lf neste processo serão melhor abordados em RESULTADOS parte III. 

Os testículos são responsáveis pela espermatogênese que é um processo 

metabólico que requer um grande suprimento de lipídios (DUMSER, 1980). Com o 

objetivo de examinar se os lipídios da Lf poderiam estar associados às frações de 

espermatozóides e fluido seminal; a 3H-Lf foi injetada em machos adultos no 2º dia 

após a alimentação. Após 24 horas, os testículos foram dissecados, gentilmente 

homogeneizados e os espermatozóides e o fluido seminal foram isolados. Ambos 

foram submetidos a uma extração de lipídios e posterior análise por TLC. A Figura 

16A mostra que, dentre os lipídios radioativos encontrados nos espermatozóides, 

54% eram fosfolipídios. Por outro lado, triacilglicerol, diacilglicerol e fosfolipídios 

foram os principais lipídios do fluido seminal em que se encontrou marcação 

radioativa (Figura 16B). 
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Figura 13 – Localização da Lf fluorescente (FITC-Lf ) e da fosfatidiletanolamina 

(Texas Red-FE) nos testículos. 

A Lf duplamente marcada na porção protéica com FITC e na porção lipídica com 

Texas Red-FE foi injetada em machos adultos no 2º dia após a alimentação. Após 

24 horas, os testículos foram isolados e a fluorescência observada por microscopia 

de epifluorescência. Barra de tamanho em branco: 100 µm. (A) Localização da Lf 

marcada com FITC; (B) Localização da Texas Red-FE; (C) Imagens A e B 

sobrepostas; (D) Imagem de fase contraste as imagens A e B. 
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Figura 14 – Localização da fosfatidilcolina (FC-AG- BODIPY) e do ácido 

palmítico (AG-BODIPY) nos testículos. 

A Lf marcada na porção lipídica com FC-AG-BODIPY ou com AG-BODIPY foi 

injetada em machos adultos no 2º dia após a alimentação. Após 24 horas, os 

testículos foram isolados e a fluorescência observada por microscopia de 

epifluorescência. Barra de tamanho em branco: 100 µm. (A) Localização da FC-AG-

BODIPY; (B) Imagem de fase contraste de A; (C) Localização do AG-BODIPY; (D) 

Imagem de fase contraste de C. 
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Figura 15 – Localização da Lf fluorescente (Texas R ed-Lf) e da fosfatidilcolina 

(FC-AG-BODIPY) nas vesículas seminais. 

A Lf duplamente marcada na porção protéica com Texas Red e na porção lipídica 

com FC-AG-BODIPY foi injetada em machos adultos no 2º dia após a alimentação. 

Após 24 horas, as vesículas seminais foram isoladas e a fluorescência observada 

por microscopia de epifluorescência. Barra de tamanho em branco: 100 µm. (A) 

Localização da Lf marcada com FC-AG-BODIPY; (B) Localização da Texas Red-Lf; 

(C) Imagem de fase contraste de A e B. 
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Figura 16 – Incorporação dos lipídios provenientes da 3H-Lf nas frações de 

espermatozóides (A) e fluido seminal (B) pelos test ículos de R. prolixus. 

A 3H-Lf (5 x 104 dpm) foi injetada em machos no 2º dia após a alimentação. Após 24 

horas, os testículos foram dissecados e os espermatozóides e o fluido seminal foram 

isolados. Ambos foram submetidos a uma extração de lipídios e posterior análise por 

TLC. A radioatividade associada a cada classe de lipídio foi quantificada e expressa 

como dpm do lipídio por dpm totais (todos os lipídios = 100%) média ± erro padrão 

para três experimentos independentes. Painel A: lipídios-espermatozoídes. Painel B: 

lipídios-fluido seminal. COLes: colesterol esterificado; DAG: diacilglicerol; AG: ácidos 

graxos livres; FL: fosfolipídios; TAG: triacilglicerol. 
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4- RESULTADOS - PARTE II: CAPTAÇÃO DA HDLp PELOS TE STÍCULOS DE 

Locusta migratoria: ENDOCITOSE MEDIADA POR RECEPTOR 

 

 A 1ª parte de RESULTADOS mostrou que a Lf é internalizada pelos testículos 

de R. prolixus durante o transporte de lipídios a este órgão. Além disso, foram 

mostradas evidências que a Lf interage com os testículos provavelmente via um 

receptor específico. Entretanto, até o momento, nenhum receptor de Lf em testículos 

de insetos, incluindo o Rhodnius, foi clonado ou seqüenciado.   

O grupo de pesquisa do Prof. Dick J. van der Horst da Universidade de 

Utrecht na Holanda identificou um receptor de Lf, da família de receptores para LDL, 

presente no corpo gorduroso de L. migratoria (DANTUMA e cols., 1999). Este 

receptor, o LpR, é capaz de mediar a endocitose de HDLp no corpo gorduroso e em 

células de mamíferos transfectados com o LpR (RODENBURG & VAN DER HORST, 

2005). Para verificar se testículos de outras espécies de insetos são capazes de 

internalizar a Lf e, se este processo é mediado por um receptor específico, um 

projeto em colaboração com o grupo do Prof. van der Horst foi realizado. 

Com o objetivo de se detectar a presença do LpR nos testículos de L. 

migratoria, preparações de membrana de testículos de adultos do 1º dia após a 

alimentação e também larvas de 5º estádio (L5) foram submetidas a um SDS-PAGE 

em condições desnaturantes e as proteínas foram transferidas posteriormente para 

uma membrana de PVDF. A presença do receptor foi detectada, através de um 

western blotting, utilizando um anticorpo anti-LpR que se liga a 20 aminoácidos da 1ª  

região de repetição de cisteínas do domínio de ligação (porção N-terminal) do LpR 

de corpo gorduroso de L. migratoria. Este anticorpo foi capaz de identificar uma 

proteína de cerca de 150 kDa nas preparações de testículos de larvas de 5º estágio 
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(L5) e adultos de 1º dia após a muda de L. migratoria (Figura 17). Como esperado, o 

LpR foi encontrado no corpo gorduroso mas não nos músculos de vôo, órgão em 

que o LpR não é expresso (DANTUMA e cols., 1999). Em condições não 

desnaturantes (Figura 18), observa-se que o LpR dos testículos se mostrou um 

pouco menor se comparado ao gel em condições desnaturantes, cerca de 130 kDa. 

Este receptor foi encontrado em larvas L5 e jovens adultos, porém, estava ausente 

ou pouco expresso em testículos de machos adultos mais velhos (Figura 19). 

Para investigar se a HDLp, lipopforina de alta densidade, era captada pelos 

testículos assim como ocorre em corpos gordurosos de insetos jovens que 

expressam o LpR (VAN HOOF e cols., 2003), esta lipoproteína foi marcada na 

porção protéica com Oregon Green, OG-HDLp (Figura 20A), ou na porção lipídica 

com DiI, DiI-HDLp (Figura 20B).  Testículos de adultos de 1º dia após a muda 

incubados com OG-HDLp ou DiI-HDLp em tampão de incubação HEPES 

apresentaram uma marcação fluorescente pontuada de pequenas vesículas 

característica de processos endocíticos (VAN HOOF e cols., 2003). Estes resultados 

demonstraram que este órgão é capaz de captar tanto os lipídios com as 

apolipoforinas da HDLp. 

Como mostrado na Figura 19, o receptor LpR não está presente em testículos 

de animais mais velhos, somente em jovens adultos. A fim de verificar se a 

capacidade de captar a HDLp por este órgão também variava ao longo da fase 

adulta, testículos de adultos do 10º dia após a muda foram incubados com OG-HDLp 

(Figura 21A) ou DiI-HDLp (Figura 21B). Diferente do que foi observado para 

testículos de 1º dia, nenhum padrão de vesículas endocíticas foi verificado para 

testículos de insetos do 10º dia após a muda. 
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Figure 17 – Presença do receptor LpR em testículos de L. migratoria por 

Western blotting – condições desnaturantes.  

Os testículos (TES), corpo gorduroso (CG) e músculos de vôo (MV) foram isolados 

de machos de 5o estágio (L5) e adultos do 1º dia após a muda. Obtiveram-se as 

preparações de membrana de cada tipo de órgão. Estas foram dissolvidas em 

tampão de amostra em condições desnaturantes. As proteínas destas frações foram 

então separadas por SDS-PAGE (20µg cada). O gel foi transferido para uma 

membrana de PVDF (A, corada com Ponceau Red) e esta foi incubada com 

anticorpo primário anti-LpR conforme descrito no item 3.29 de METODOLOGIA. A 

membrana foi revelada por ECL (B). Os marcadores de peso molecular estão 

indicados à esquerda do painel. 
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Figure 18 – Presença do receptor LpR em testículos de L. migratoria por 

Western blotting – condições não-desnaturantes.  

Os testículos (TES), corpo gorduroso (CG) e músculos de vôo (MV) foram isolados 

de machos de 5o estágio (L5) e adultos do 1º dia após a muda. Obtiveram-se as 

preparações de membrana de cada tipo de órgão. Estas foram dissolvidas em 

tampão de amostra sem agentes desnaturantes. As proteínas destas frações foram 

então separadas por SDS-PAGE (20µg cada). O gel foi transferido para uma 

membrana de PVDF (A, corada com Ponceau Red), e esta foi incubada com 

anticorpo primário anti-LpR conforme descrito no item 3.29 de METODOLOGIA. A 

membrana foi revelada por ECL (B). Os marcadores de peso molecular estão 

indicados à esquerda do painel. 
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Figure 19 – Presença do receptor LpR em testículos de L. migratoria ao longo 

dos dias após a muda.  

Os testículos foram isolados de machos de L. migratoria em diferentes dias após a 

ecdise e obtiveram-se preparações de membrana para cada dia analisado. Estas 

foram dissolvidas em tampão de amostra sem agentes desnaturantes. As proteínas 

destas frações foram então separadas por SDS-PAGE (20 µg cada). O gel foi 

transferido para uma membrana de PVDF, e esta foi incubada com anticorpo 

primário anti-LpR conforme descrito no item 3.29 de METODOLOGIA. A membrana 

foi revelada por fosfatase alcalina. Os marcadores de peso molecular estão 

indicados à direita do painel. A seta mostra a localização do LpR. 
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Figure 20: Endocitose da HDLp fluorescente nos test ículos de jovens adultos 

no 1º dia após a muda.  

A HDLp purificada foi marcada na porção protéica com Oregon Green 488 (OG-

HDLp) ou na porção lipídica com DiI (DiI-HDLp). Os testículos foram dissecados de 

jovens adultos no 1o dia após alimentação e incubados com (A) OG-HDLp (150 

µg/mL) ou com (B) DiI-HDLp (10 µg/mL) a 27oC por 20 minutos em meio de 

incubação. Os órgãos foram lavados, fixados em paraformaldeído e incubados com 

DAPI (0,125 µg/mL) para visualização dos núcleos das células. A visualização da 

endocitose foi realizada por microscopia de fluorescência. 

A: em verde, OG-HDLp, em azul DAPI; B: em vermelho, DiI-HDLp, em azul, DAPI. 

Barra de tamanho: 25 µm. 
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Figure 21: Endocitose da HDLp fluorescente nos test ículos de jovens adultos 

no 10º dia após a muda.  

A HDLp purificada foi marcada com fluorescência na porção proteíca com Oregon 

Green 488 (OG-HDLp) ou na porção lipídica com DiI (DiI-HDLp). Os testículos foram 

dissecados de jovens adultos no 10o dia após alimentação e incubados com (A) OG-

HDLp (150 µg/mL) ou (B) com DiI-HDLp (10 µg/mL) a 27oC por 20 minutos em meio 

de incubação. Os órgãos foram lavados, fixados em paraformaldeído e incubados 

com DAPI (0,125 µg/mL) para visualização dos núcleos das células. A visualização 

da endocitose foi realizada por microscopia de fluorescência. 

A: em verde, OG-HDLp, em azul DAPI; B: em vermelho, DiI-HDLp, em azul, DAPI. 

Barra de tamanho: 25 µm. 
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Com o objetivo de se certificar que a marcação fluorescente observada nos 

testículos de 1º dia após a muda era realmente devido à captação da HDLp pelo 

órgão e não a uma ligação inespecífica, um tratamento com tripsina foi realizado 

após a incubação com OG-HDLp (Figura 22). Nestas condições, a mesma marcação 

fluorescente com vesículas endocíticas, vista na Figura 20, foi observada nos 

testículos. 

A lipoforina de baixa densidade, LDLp, presente na hemolinfa dos insetos 

durante o vôo, tem a capacidade de entregar lipídios aos ovários de Manduca sexta 

conforme descrito por KAWOOYA e colaboradores (1988). Entretanto, resultados 

prévios do grupo do Prof. van der Horst demonstraram que esta partícula não era 

capaz de ser endocitada pelo corpo gorduroso de L. migratoria, no período em que o 

receptor LpR é expresso (VAN HOOF e cols., comunicação pessoal). Para verificar 

se o mesmo ocorria em relação aos testículos, a LDLp foi marcada na porção 

protéica com Oregon Green (OG-LDLp) e incubada com os testículos. Nenhum 

padrão de vesículas endocíticas foi observado (Figura 23). 

Para verificar se a captação de HDLp pelos testículos envolvia a ligação 

(binding) desta ao seu receptor no testículos e posterior endocitose pelo órgão, 

testículos provenientes de adultos de 1º dia após a muda foram incubados com a 

OG-HDLp a 4 ºC por 20 minutos (Figura 24A). Após isto, os tecidos foram lavados e 

incubados num meio sem a proteína fluorescente a 27 ºC por mais 20 minutos 

(Figura 24B). Os resultados obtidos demonstraram que a 4 ºC, nenhum padrão de 

endocitose foi observado nos tecidos, somente uma forte marcação nas membranas 

das células. Entretanto, quando os tecidos foram transferidos para um meio sem a 

OG-HDLp a 27 ºC, verificou-se novamente a presença de várias vesículas 

endocíticas no interior das células. O mesmo ensaio foi realizado utilizando a DiI-
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HDLp para verificar se a captação lipídica pelos testículos estava atrelada a 

endocitose da partícula inteira (OG-HDLp). A Figura 25 demonstra que a 4 ºC, 

nenhum padrão de endocitose foi observado nas células; já a 27 ºC,  observou-se a 

endocitose da DiI-HDLp. 

A fim de se obter mais evidências de que a captação de HDLp pelos 

testículos tratava-se de um processo envolvendo um receptor específico, testículos 

dissecados de adultos de 1º dia após a muda foram incubados com a OG-HDLp na 

ausência (Figura 26A) ou presença de um excesso de HDLp não-fluorescente 

(Figura 26B). Alternativamente, uma incubação contento a OG-HDLp e um excesso 

de albumina bovina sérica (BSA) não fluorescente também foi realizada (Figura 

26D). Foi mostrado que um excesso de HDLp é capaz de inibir a endocitose de 

OG_HDLp pelos testículos uma vez que, ocorre competição entre a OG-HDLp e a 

HDLp não-marcada pelos sítios de ligação neste órgão. O mesmo não se observa 

na incubação dos testículos com um excesso de albumina não marcada, mostrando 

que o processo endocítico da HDLp nos testículos envolve um receptor específico.  

A fim de verificar se a HDLp de R. prolixus também era capaz de competir 

com a OG-HDLp de L. migratoria pelos sítios de ligação nos testículos deste inseto, 

estes foram incubados com a OG-HDLp de L. migratoria na presença de um 

excesso de HDLp não-fluorescente (Figura 26C). Nestas condições, a endocitose 

não foi detectada. 
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Figure 22: Endocitose da HDLp fluorescente pelos te stículos de L. migratoria 

com tratamento com tripsina.  

Os testículos foram dissecados e incubados com OG-HDLp (150 µg/mL) a 27oC. 

Após 20 minutos, os testículos foram transferidos para um meio de incubação 

contendo tripsina 0,05 % e EDTA 0,5 mM; e deixados neste meio por 5 minutos à 

temperatura ambiente. Após isto, os testículos foram lavados, fixados em 

paraformaldeído e incubados com DAPI (0,125 µg/mL) para visualização dos 

núcleos das células. A visualização da endocitose foi realizada por microscopia de 

fluorescência. 

A: sem tratamento com tripsina; B: sob tratamento com tripsina. A e B: em verde, 

OG-HDLp, em azul, DAPI.  Barra de tamanho: 25 µm. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 



 68 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

B 



 69 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23: Incubação dos testículos de L. migratoria com LDLp fluorescente.  

Os testículos foram dissecados e incubados com OG-LDLp (150 µg/mL, a 27oC, por 

20 minutos em meio de incubação. Os órgãos foram lavados, fixados em 

paraformaldeído e incubados com DAPI (0,125 µg/mL) para visualização dos 

núcleos das células. A visualização da endocitose foi realizada por microscopia de 

fluorescência. Na imagem, em verde, OG-LDLp, em azul DAPI.Barra de tamanho: 25 

µm. 
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Figure 24: Ensaio de ligação e endocitose da OG-HDL p pelos testículos de L. 

migratoria.  

Os testículos foram dissecados e incubados com OG-HDLp (150 µg/mL) a 4oC (A). 

Após 20 minutos, os testículos foram lavados, transferidos para um meio de 

incubação sem a HDLp marcada e deixados neste meio por mais 20 minutos a 27oC 

(B). Após isto, os testículos foram lavados, fixados em paraformaldeído e incubados 

com DAPI (0,125 µg/mL) para visualização dos núcleos das células. A visualização 

da endocitose foi realizada por microscopia de fluorescência. 

A e B: em verde, OG-HDLp, em azul, DAPI.  Barra de tamanho: 25 µm. 
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Figure 25: Ensaio de ligação e endocitose da DiI-HD Lp pelos testículos de L. 

migratoria.  

Os testículos foram dissecados e incubados com DiI-HDLp (10 µg/mL) a 4oC (A). 

Após 20 minutos, os testículos foram lavados, transferidos para um meio de 

incubação sem a HDLp marcada e deixados neste meio por mais 20 minutos a 27oC 

(B). Após isto, os testículos foram lavados, fixados em paraformaldeído e incubados 

com DAPI (0,125 µg/mL) para visualização dos núcleos das células. A visualização 

da endocitose foi realizada por microscopia de fluorescência. 

A e B: em vermelho, DiI-HDLp, em azul, DAPI.  Barra de tamanho: 25 µm. 
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Figure 26: Ensaio de inibição da endocitose da OG-H DLp pelos testículos por 

competição com HDLp não-marcada de L. migratoria, de R. prolixus,  ou 

albumina. 

Os testículos foram dissecados e incubados a 27oC por 20 minutos em quatro 

diferentes condições experimentais: somente na presença de OG-HDLp (150 µg/mL) 

(A), com OG-HDLp na presença de um excesso (5 vezes) de HDLp não-marcada de 

L. migratoria (B); de HDLp não-marcada de R. prolixus (C); ou de albumina sérica 

bovina (D). Após isto, os testículos foram lavados, fixados em paraformaldeído e 

incubados com DAPI (0,125 µg/mL) para visualização dos núcleos das células. A 

visualização da endocitose foi realizada por microscopia de fluorescência. 

A-D: em verde, OG-HDLp, em azul, DAPI.  Barra de tamanho: 25 µm. 

t: traquéia. 
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Com o intuito de realmente demonstrar que a captação de HDLp pelos 

testículos de Locusta migratoria tratava-se de um processo endocítico, foram 

utilizados dois inibidores clássicos de endocitose: o cloreto de amônio (NH4Cl) e a 

suramina. O NH4Cl é classicamente descrito como um inibidor da acidificação de 

comportamentos endosomais e lisosomais em muitos modelos (MELLMAN e cols., 

1986). Sendo assim, os testículos de adultos de 1º dia após a muda foram pré-

incubados com NH4Cl e posteriormente com a OG-HDLp (Figura 27) ou com a DiI-

HDLp (Figura 28). Os resultados mostraram a endocitose da HDLp foi inibida pelo 

NH4Cl. 

A suramina é um hidrocarboneto policíclico polisulfatado que é capaz de inibir 

a ligação de lipoproteína a seus receptores (SCHNEIDER e cols., 1982). Esta droga 

também foi testada via pré-incubação da mesma com os testículos e posterior 

incubação com a OG-HDLp (Figura 29). Os resultados obtidos demonstraram que a 

endocitose da lipoproteína pelos testículos foi prevenida pela pré-incubação com 

suramina. 
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Figure 27: Ensaio de inibição da endocitose da OG-H DLp por cloreto de 

amônio. 

Os testículos foram dissecados e pré-incubados em meio contendo NH4Cl, 20 mM 

(B) ou em PBS pH 7,4 (A) a 27oC por 20 minutos.  Após isto, os testículos foram 

gentilmente lavados e transferidos para o meio de incubação contendo OG-HDLp 

(150 µg/mL) e, deixados neste meio por mais 20 minutos a 27oC. Após este período, 

os órgãos foram lavados, fixados em paraformaldeído e incubados com DAPI (0,125 

µg/mL) para visualização dos núcleos das células. A visualização da endocitose foi 

realizada por microscopia de fluorescência. 

A e B: em verde, OG-HDLp, em azul, DAPI.  Barra de tamanho: 25 µm. 
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Figure 28: Ensaio de inibição da endocitose da DiI- HDLp por cloreto de 

amônio. 

Os testículos foram dissecados e pré-incubados em meio contendo NH4Cl, 20 mM 

(B) ou em PBS pH 7,4 (A) a 27oC por 20 minutos. Após isto, os testículos foram 

gentilmente lavados e transferidos para o meio de incubação contendo DiI-HDLp (10 

µg/mL) e, deixados neste meio por mais 20 minutos a 27oC. Após este período, os 

órgãos foram lavados, fixados em paraformaldeído e incubados com DAPI (0,125 

µg/mL) para visualização dos núcleos das células. A visualização da endocitose foi 

realizada por microscopia de fluorescência. 

A e B: em vermelho, DiI-HDLp, em azul, DAPI.  Barra de tamanho: 25 µm. 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 80 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

B 



 81 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29: Ensaio de inibição da endocitose da OG-H DLp por suramina. 

Os testículos foram dissecados e pré-incubados em meio contendo suramina, 5 mM 

(B) ou em PBS pH 7,4 (A) a 27oC por 20 minutos. Após isto, os testículos foram 

gentilmente lavados e transferidos para o meio de incubação contendo OG-HDLp 

(150 µg/mL) e, deixados neste meio por mais 20 minutos a 27oC. Após este período, 

os órgãos foram lavados, fixados em paraformaldeído e incubados com DAPI (0,125 

µg/mL) para visualização dos núcleos das células. A visualização da endocitose foi 

realizada por microscopia de fluorescência. 

A e B: em verde, OG-HDLp, em azul, DAPI.  Barra de tamanho: 25 µm. 
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4- RESULTADOS - PARTE III: O PAPEL DA Lf NA TRANSFE RÊNCIA DE 

LIPÍDIOS DURANTE A CÓPULA DE Rhodnius prolixus 

 

 Conforme foi descrito anteriormente em RESULTADOS – PARTE I, os lipídios 

provenientes da Lf e incorporados pelos testículos de R. prolixus são utilizados por 

este órgão na produção de espermatozóides e estão presentes no fluido seminal 

(Figura 16). Devido a isto, decidiu-se investigar a transferência dos lipídios 

provenientes da Lf dos machos às fêmeas durante a cópula.  

 A Lf foi marcada nos fosfolipídios com 32Pi, 32P-Lf, e injetada em machos no 

2º dia após a alimentação. Estes machos foram deixados para copular com fêmeas 

virgens por 5 dias. Após isto, os testículos, glândulas acessórias e vesículas 

seminais dos machos e; as espermatecas (órgão da fêmea responsável pela 

armazenagem do sêmen vindo dos machos) das fêmeas foram dissecados. A Figura 

30 demonstra que a presença de 32P-fosfolipídios nos testículos, porém, nenhuma 

radioatividade foi encontrada nas fêmeas após a cópula. O mesmo ensaio de cópula 

foi realizado com a Lf marcada nos lipídios neutros, 3H-Lf. Neste caso, após 5 dias 

de cópula, os 3H-lipídios neutros foram encontrados nas espermatecas da fêmeas 

(Figura 31). 

Para verificar se toda a partícula da Lf, lipídios e apolipoforinas, era 

transferida às fêmeas durante a cópula, utilizou-se a Lf iodinada, 125I-Lf, em que a 

marcação radioativa encontra-se na parte protéica.  Os resultados apresentados na 

Figura 32 mostram que a parte protéica da Lf não é transferida dos machos às 

fêmeas durante a cópula em R. prolixus. 
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Figura 30 – Transferência de 32P-fosfolipídios provenientes da 32P-Lf após a 

cópula de R. prolixus. 

A Lf marcada radioativamente nos fosfolipídios com 32Pi (6 x 104 cpm) foi 

injetada em machos de 1ª alimentação no 2º dia após a alimentação. Cada macho 

foi posto em um mesmo vial com uma fêmea virgem não-injetada por 5 dias. Após 

este período, os testículos (TES), glândulas acessórias (GA), vesículas seminais 

(VS) e espermatecas (ESP) foram dissecados, lavados e homogeneizados em NaCl 

0,15M. A radioatividade associada foi estimada por cintilação líquida. Os pontos no 

gráfico representam média ± DP para três determinações. 
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Figura 31 – Transferência de 3H-lipídios neutros provenientes da 3H-Lf após a 

cópula de R. prolixus. 

A 3H-Lf (6 x 104 dpm) foi injetada em machos de 1ª alimentação no 2º dia 

após a alimentação. Cada macho foi posto em um mesmo vial com uma fêmea 

virgem não-injetada por 5 dias. Após este período, os testículos (TES), glândulas 

acessórias (GA), vesículas seminais (VS) e espermatecas (ESP) foram dissecados, 

lavados e homogeneizados em NaCl 0,15M. A radioatividade associada foi estimada 

por cintilação líquida. Os pontos no gráfico representam média ± DP para três 

determinações. 
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Figura 32 – Transferência de 125I-Lf após a cópula de R. prolixus. 

A Lf marcada radioativamente nas apolipoforinas com 125I (6 x 104 cpm) foi 

injetada em machos de 1ª alimentação no 2º dia após a alimentação. Cada macho 

foi posto em um mesmo vial com uma fêmea virgem não-injetada por 5 dias. Após 

este período, os testículos (TES), glândulas acessórias (GA), vesículas seminais 

(VS) e espermatecas (ESP) foram dissecados, lavados e homogeneizados em NaCl 

0,15M. A radioatividade associada foi estimada por contador gamma. Os pontos no 

gráfico representam média ± DP para três determinações. 
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Visto que há transferência lipídica dos machos às fêmeas durante a cópula de 

R. prolixus, ensaios de cópula utilizando Lf marcada fluorescentemente foram 

realizados para se obter informações adicionais deste processo. 

A Lf foi duplamente marcada na porção protéica com Texas Red e na porção 

lipídica com fosfatidilcolina conjugada a BODIPY (FC-AG-BODIPY). Esta Lf foi 

injetada em machos que posteriormente copularam com fêmeas virgens por 24 

horas. Após este período, as espermatecas das fêmeas foram dissecadas e a 

fluorescência foi analisada por microscopia de epifluorescência (Figura 33). A 

presença da fosfatidilcolina (em verde) foi observada no canal interno da 

espermateca. Entretanto, nenhuma fluorescência atribuída a Texas Red-Lf foi 

encontrada. Este resultado acrescido dos dados mostrados na Figura 32 confirma 

que as apolipoforinas da Lf não são transferidas às espermatecas das fêmeas 

durante a cópula. 

Outro experimento de localização de lipídios fluorescentes nas espermatecas 

das fêmeas após a cópula foi realizado utilizando uma LF duplamente marcada com 

ácido palmítico conjugado ao BODIPY (AG-BODIPY) e fosfatidiletanolamina 

conjugada ao Texas Red (Texas Red-FE) conforme apresentado na Figura 34.  

Pode-se observar a presença do ácido graxo fluorescente no canal interno do órgão. 

Já a fluorescência da fosfatidiletanolamina Texas Red proveniente dos machos não 

foi detectada nas fêmeas. Aparentemente, a transferência de fosfolipídios marcados 

no fosfato, seja com 32Pi ou com fluoróforos, não ocorre durante a cópula de R. 

prolixus (Figura 30 e 34). Porém a transferência de fosfolipídios marcados nos 

ácidos graxos foi observada (Figura 33).  
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Figura 33 – Localização da fosfatidilcolina (FC-AG- BODIPY) e da Lf 

fluorescente (Texas Red-Lf) na espermateca após a c ópula. 

A Lf duplamente marcada na porção protéica com Texas Red e na porção lipídica 

com FC-AG-BODIPY foi injetada em machos adultos no 2º dia após a alimentação. 

Cada macho foi posto em um mesmo vial com uma fêmea virgem não-injetada por 

24 horas. As espermatecas da fêmea foram isoladas e a fluorescência observada 

por microscopia de epifluorescência. Barra de tamanho em branco: 50 µm. (A) 

Localização da FC-AG-BODIPY; (B) Localização da Texas Red-Lf; (C) Imagem de 

fase contraste das imagens A e B. 
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Figura 34 – Localização do ácido palmítico (AG-BODI PY) e da 

fosfatidiletanolamina (Texas Red-FE) na espermateca  após a cópula.  

A Lf duplamente marcada nos fosfolipídios com Texas Red-FE e nos ácidos graxos 

com AG-BODIPY foi injetada em machos adultos no 2º dia após a alimentação. 

Cada macho foi posto em um mesmo vial com uma fêmea virgem não-injetada por 

24 horas. As espermatecas da fêmea foram isoladas e a fluorescência observada 

por microscopia de epifluorescência. Barra de tamanho em branco: 50 µm. (A) 

Localização da AG-BODIPY; (B) Localização da Texas Red-FE; (C) Imagem de fase 

contraste das imagens A e B. 
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Isto pode indicar algum tipo de processamento ou modelagem dos 

fosfolipídios incorporados da Lf nos testículos, liberando assim o fosfato e utilizando 

as cadeias de ácidos graxos para posterior montagem de novos fosfolipídios e 

posterior transferência dos mesmos às fêmeas durante a cópula.  Outra hipótese é a 

síntese de novos fosfolipídios pela espermateca usando os ácidos graxos 

provenientes da quebra de fosfolipídios nos testículos.  

Para verificar se as espermatecas, além de serem um órgão de 

armazenagem de sêmen, também possuíam a capacidade de sintetizar fosfolipídios 

a partir de 32Pi e 3H-ácido palmítico; espermatecas não-radioativas foram incubadas 

com estes precursores radioativos por diferentes tempos. Após cada tempo, os 

órgãos foram lavados, submetidos à extração lipídica. Os lipídios extraídos foram 

separados por TLC e determinou-se a radioatividade associada às manchas 

correspondentes aos fosfolipídios. Verificou-se que as espermatecas são capazes 

de sintetizar fosfolipídios a partir de ambos os precursores (Figura 35). 

A composição dos lipídios transferidos durante a cópula é mostrada na Figura 

36. A 3H-Lf foi injetada em machos e estes copularam com fêmeas virgens por 5 

dias. Após isto, as espermatecas das fêmeas foram dissecadas e submetidas à uma 

extração de lipídios e TLC. O principal lipídio radioativo presente nas espermatecas 

após a cópula foi o diacilglicerol; mas fosfolipídios marcados nos ácidos graxos 

também foram encontrados assim como foi visualizado na Figura 33 para 

fosfatidilcolina fluorescente. 

Associada à transferência de lipídios durante a cópula, observa-se um 

aumento do número de espermatozóides nas espermatecas das fêmeas ao longo 

dos dias após a união dos casais (Figura 37). Este aumento é observado ate o 4º dia 
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após a reunião dos casais, em que então o número de espermatozóides começa a 

decair acompanhado do início da oviposição (resultado não-mostrado).  

A espermateca armazena o sêmen proveniente dos machos após a cópula. 

Deste sêmen, os espermatozóides são usados na fertilização dos ovos e algumas 

moléculas presentes no fluido seminal são capazes de atravessar o aparelho 

reprodutor das fêmeas e alcançar a hemolinfa onde desempenham diversas funções 

(WOLFNER, 2002). Foi mostrado anteriormente nesta tese que os lipídios 

radioativos provenientes da Lf podem ser encontrados nos espermatozóides e fluido 

seminal dos machos (Figura 16). Além disso, ao longo de RESULTADOS – PARTE 

III pode-se constatar a transferência lipídica durante a cópula. Desta forma, 

procurou-se saber se os lipídios radioativos encontrados nas espermatecas das 

fêmeas após a cópula realmente são devido à transferência de espermatozóides 

marcados, a 3H-Lf foi injetada em machos. Estes machos copularam com fêmeas 

virgens por 5 dias, após isto, as fêmeas foram separadas e esperou-se até a postura 

dos primeiros ovos.  

A Figura 38 mostra a presença de radioatividade (associada aos 3H-lipídios 

neutros) em ovos recém-postos pelas fêmeas que copularam com machos injetados.  

Um grupo de ovos radioativos foi separado e esperou-se 15 dias até a eclosão das 

ninfas de 1º estágio, demonstrando assim que estes ovos estavam realmente 

fertilizados (resultado não-mostrado). Além disso, também foi encontrada 

radioatividade na hemolinfa das fêmeas que copularam com machos injetados.  
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Figura 35 – Capacidade de síntese de fosfolipídios pelas espermatecas a partir 

de precursores radioativos. 

As espermatecas de fêmeas adultas (4 espermatecas reunidas por ponto/tempo) 

foram dissecadas e incubadas em meio Sigma 199 na presença de fosfato 

inorgânico radioativo, 32Pi (0,5 µCi) (A), ou com ácido palmítico radioativo 3H (0,5 

µCi) (B) por diferentes tempos. Após os tempos desejados, as espermatecas foram 

lavadas, homogeneizadas e submetidas a uma extração de lipídios. Os lipídios 

foram separados por TLC. As manchas correspondentes aos fosfolipídios foram 

raspadas das placas e; a radioatividade associada foi determinada por cintilação 

líquida. Os resultados são médias ± DP de três determinações. 
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Figura 36 – Composição dos lipídios transferidos du rante a cópula e presentes 

na espermateca da fêmea. 

A 3H-Lf (5 x 104 dpm) foi injetada em machos de 1ª alimentação no 2º dia 

após a alimentação. Cada macho foi posto em um mesmo vial com uma fêmea 

virgem não-injetada por 5 dias. Após este período, as espermatecas da fêmea foram 

dissecadas, lavadas e os lipídios totais extraídos e analisados por TLC.  A 

radioatividade associada a cada classe de lipídio foi estimada por cintilação líquida e 

expressa como dpm do lipídio por dpm totais (todos os lipídios = 100%) média ± erro 

padrão para três experimentos independentes. 

DAG: diacilglicerol; AG: ácidos graxos livres; FL: fosfolipídios; TAG: triacilglicerol. 
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Figura 37 – Contagem de espermatozóides transferido s às espermatecas 

durante a cópula ao longo dos dias de reunião dos c asais. 

No 2º dia após a alimentação, machos e fêmeas foram postos em vials (um 

casal/vial) por diferentes dias. A cada dia desejado, as espermatecas das fêmeas 

foram dissecadas e os espermatozóides transferidos após a cópula foram contados. 

Os pontos no gráfico representam média ± DP para três determinações. 

Esptz: espermatozóides. 
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Figura 38 – Presença de 3H-lipídios neutros em fêmeas de R. prolixus após a 

cópula.  

A 3H-Lf (6 x 104 dpm) foi injetada em machos de 1ª alimentação no 2º dia 

após a alimentação. Cada macho foi posto em um mesmo vial com uma fêmea 

virgem não-injetada. No 5º dia após o encontro, as espermatecas (ESP) foram 

dissecadas e a hemolinfa (HEM) foi coletada. Um grupo de fêmeas foi usado para 

coleta de ovos recém-postos (1º dia de postura) (OVO). A radioatividade associada 

foi estimada por cintilação líquida e expressa em dpm por par de espermatecas e/ou 

5 µL de hemolinfa e/ou 1 ovo posto. Os pontos no gráfico representam média ± DP 

para três determinações. 
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4- RESULTADOS - PARTE IV: INFLUÊNCIA DO VÔO NA TRAN SFERÊNCIA DE 

LIPÍDIOS DURANTE A CÓPULA DE Rhodnius prolixus 

 

 O vôo é um processo que requer uma intensa mobilização e transporte de 

recursos, principalmente os lipídios, a serem utilizados como combustíveis para os 

músculos de vôo de forma a sustentar o exercício prolongado (BLACKLOCK & 

RYAN, 1994). Estudos anteriores do metabolismo de lipídios durante o vôo de R. 

prolixus mostraram que mudanças na densidade da Lf ocorrem durante este 

processo metabólico indicando entrega de lipídios aos músculos de vôo (OLIVEIRA, 

2003). Devido a isto, nesta tese, procurou-se identificar o efeito do vôo na 

transferência de lipídios durante a cópula de R. prolixus. 

 A capacidade de vôo dos machos ao longo dos dias após a alimentação é 

mostrada na Figura 39B. O 2º dia após a alimentação foi o dia em que os machos 

voaram por mais tempo. Curiosamente, é neste período em que a produção de 

espermatozóides encontra-se acentuada nos testículos (Figura 39A). Estes 

resultados indicam que neste período de alta atividade metabólica, provavelmente a 

disponibilidade de lipídios oriundos da digestão do sangue é grande para suprir as 

demandas de recursos para estas duas importantes atividades fisiológicas. 

 A fim de verificar a influência do vôo na transferência de lipídios da Lf, a 

lipoproteína responsável por entregar lipídios dos sítios de absorção e estocagem 

como o intestino, às gônadas, a 32P-Lf (Figura 40A) ou 3H-Lf (Figura 40B) foi injetada 

em machos adultos após diferentes tempos de vôo. Após 24 horas, os testículos e 

os músculos de vôo foram dissecados e a radioatividade associada aos órgãos foi 

determinada. Verificou-se uma diminuição da incorporação de 32P-fosfolipídios e 3H-
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lipídios neutros pelos testículos e, um aumento da transferência destes lipídios aos 

músculos de vôo ao longo do tempo de vôo. 

 O mesmo experimento foi realizado com a injeção de 32P-Lf ou 3H-Lf em 

fêmeas adultas após diferentes tempos de vôo. Assim como foi observado no vôo de 

machos, um decréscimo na transferência de lipídios aos ovários e um aumento da 

transferência aos músculos de vôo foram observados (Figura 41). Este fenômeno 

pode ser confirmado quando se observa o perfil lipídico dos ovários e músculos de 

vôo após a atividade de vôo (Tabela 1). Nos ovários, o vôo está associado a uma 

diminuição da quantidade de todas as classes de lipídios analisadas. Já nos 

músculos de vôo, exceto triacilglicerol, houve aumento da quantidade de todos os 

lipídios analisados. 

 Com o objetivo de se analisar o efeito do vôo na produção de 

espermatozóides pelos testículos, os machos de R. prolixus voaram ate a exaustão. 

Após 24 horas, os testículos foram coletados e os espermatozóides foram contados 

conforme mostrado na Figura 42. Observou-se uma diminuição de cerca de 40% no 

número de espermatozóides em testículos de machos que voaram comparado aos 

que foram mantidos no repouso. 

 Uma vez que o vôo está relacionado a uma diminuição da incorporação de 

lipídios e, por conseguinte de Lf, pelos testículos e, uma diminuição na produção de 

espermatozóides por este órgão, perguntou-se se o exercício também levaria a um 

decréscimo na transferência de lipídios às fêmeas durante a cópula. Machos adultos 

voaram até a exaustão e foram injetados com a 3H-Lf. Estes machos copularam com 

fêmeas virgens não-radioativas por 4 dias; e após isto, as espermatecas da fêmeas, 

testículos e músculos de vôo dos machos foram dissecados. Pode-se verificar que 

uma diminuição da radioatividade presente nos testículos de machos que voaram e, 
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nas espermatecas de fêmeas que copularam com estes machos em relação aos 

experimentos com machos em repouso (Figura 43). Este fenômeno foi 

acompanhado por um aumento da transferência de lipídios neutros marcados aos 

músculos de vôo nos machos que voaram. Estes resultados indicam que o fluxo de 

Lf é deslocado aos músculos de vôo a fim de suprir a demanda lipídica deste órgão 

em detrimento dos testículos; e este processo altera a transferência de lipídios às 

fêmeas durante a cópula.  

 A diminuição da produção de espermatozóides pelos testículos, da 

incorporação de lipídios pelos testículos e da transferência de lipídios durante a 

cópula está associada a uma diminuição na transferência de espermatozóides às 

fêmeas. A Figura 44 mostra um decréscimo de 25% no número de espermatozóides 

encontrados nas espermatecas das fêmeas que copularam com machos que 

voaram se comparado às fêmeas que copularam com machos mantidos em 

repouso. 

 Por fim, verificou-se a influência do vôo de machos (Figura 45) ou de fêmeas 

(Figura 46) na oviposição. No caso do vôo de machos, as fêmeas que copularam 

com machos que se exercitaram previamente (ver METODOLOGIA) apresentaram 

uma diminuição de mais de 40% no número de ovos postos se comparado àquelas 

que copularam com machos mantidos em repouso. Já no caso do vôo de fêmeas, 

observou-se um decréscimo de 20% no número de ovos postos comparado ao às 

fêmeas em repouso. 
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Figura 39 – Produção de espermatozóides pelos testí culos e capacidade de 

vôo de machos adultos de R. prolixus ao longo dos dias após a alimentação . 

Em diferentes dias após a alimentação sanguínea, os testículos de machos adultos 

foram dissecados e os espermatozóides contados (A). Paralelamente, foi avaliada a 

capacidade de machos adultos ao longo dos dias após a alimentação. Para isto, 

machos adultos de 1ª alimentação foram submetidos ao vôo exaustivo em vários 

dias após o repasto (B). Os resultados mostrados são médias ± DP para três 

determinações. Esptz: espermatozóides. 

1 2 3 4 7 11 15 25
0

5

10

15

20

25

30

E
sp

tz
 (

m
ilh

õe
s)

/p
ar

 te
st

íc
ul

os

Dias após a alimentação

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
0

20

40

60

80

100

120

140

T
em

po
 d

e 
vô

o 
(m

in
ut

os
)

Dias após alimentação

A 

B 



 102 

Figura 40 - Efeito do vôo de machos na transferênci a de 32P-fosfolipídios (A) e 
3H-lipídios neutros (B) para os testículos e músculo s de vôo. 

 32P-Lf (5 x 104 cpm) (A) ou 3H-Lf (5 x 104 dpm) (B) foi injetada em machos 

adultos após diferentes tempos de vôo no 2º dia após a alimentação. Após 24 horas, 

os testículos (○) e os músculos de vôo (●) foram dissecados, lavados e a 

radioatividade associada foi determinada por cintilação líquida. Os pontos no gráfico 

representam média ± DP para quatro determinações. 
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Figura 41 - Efeito do vôo de fêmeas na transferênci a de 32P-fosfolipídios (A) e 
3H-lipídios neutros (B) para os ovários e músculos d e vôo. 

 32P-Lf (5 x 104 cpm) (A) ou 3H-Lf (5 x 104 dpm) (B) foi injetada em fêmeas 

adultas após diferentes tempos de vôo no 2º dia após a alimentação. Após 24 horas, 

os ovários (○) e os músculos de vôo (●) foram dissecados, lavados e a 

radioatividade associada foi determinada por cintilação líquida. Os pontos no gráfico 

representam média ± DP para quatro determinações. 
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Tabela 1: Perfil lipídico dos ovários e músculos de  vôo após o vôo. 

 Fêmeas de R. prolixus voaram por uma hora, após isto, os ovários e 

músculos de vôo foram coletados e submetidos à uma extração lipídica. Os lipídios 

foram analisados por TLC. O conteúdo de cada lipídio foi estimado por densitometria 

como descrito em METODOLOGIA. Os valores mostrados na tabela correspondem a 

µg de lipídio por órgão. Desvio padrão para dois experimentos independentes.  

 

 Músculos de vôo Ovários 

Lipídios Repouso Vôo Repouso Vôo 

Ésteres de 
colesterol 

9,05 (± 0,9)a 13,76 (± 1,0)b 13,11(± 1,1) 8,85 (± 0 ,8) 

Triacilglicerol 36,61 (± 2,1) 26,81 (± 2,6) 32,62 ( ± 2,6) 17,92 (± 1,2) 

Ácidos graxos 28,31 (± 2,7) 33,57 (± 0,5) 11,01 (± 1,0) 8,30 (± 0,6) 

Diacilglicerol 10,47 (± 1,1) 12,32 (± 0,8) 10,76 (±  1,7) 7,92 (± 0,7) 

Fosfolipídios 7,50 (± 0,8) 8,21 (± 0,8) 7,31 (± 0,6 ) 4,91 (± 0,3) 

Monoacilglicerol - - 1,32 (± 0,1) 0,13 (± 0,01)  
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Figura 42 – Produção de espermatozóides pelos testí culos após o vôo 

exaustivo de machos adultos de R. prolixus.  

Machos adultos foram submetidos ao vôo exaustivo no 2º dia após a alimentação. 

Após 24 horas do término da atividade de vôo, os testículos foram dissecados e os 

espermatozóides contados. Um grupo controle de machos mantidos em repouso 

também foi utilizado. Os pontos no gráfico representam média ± DP para três 

determinações. * P< 0,05 

Esptz: espermatozóides. 
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Figura 43 – Influência do vôo dos machos na transfe rência de lipídios às 

fêmeas durante a cópula de R. prolixus.  

Machos de R. prolixus voaram até a exaustão no 2º dia após a alimentação. 

Após isto, os machos foram injetados com a 3H-Lf (5 x 104 dpm) e reunidos às 

fêmeas virgens (mantidas em repouso) não-injetadas por 4 dias. Após este período, 

os testículos e músculos de vôo dos machos; e as espermatecas das fêmeas foram 

dissecados, lavados e homogeneizados em NaCl 0,15M. A radioatividade associada 

foi estimada por cintilação líquida.  As colunas em branco representam os 

experimentos que utilizaram machos em repouso. Já as colunas em tracejado 

representam os experimentos realizados com machos submetidos ao vôo exaustivo. 

Os pontos no gráfico representam média ± DP para três determinações.  

ESP: espermateca, MV: músculos de vôo, TES: testículos. 
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Figura 44 – Efeito do vôo dos machos na transferênc ia de espermatozóides às 

espermatecas das fêmeas durante a cópula.  

Machos adultos foram submetidos ao vôo exaustivo no 2º dia após a 

alimentação. Após isto, os machos foram reunidos às fêmeas virgens (sempre 

mantidas em repouso) por 4 dias. Após isto, as espermatecas das fêmeas foram 

dissecadas e os espermatozóides contados. Um grupo controle de fêmeas que 

copularam com machos mantidos em repouso também foi utilizado. Os pontos no 

gráfico representam média ± DP para três determinações.  

Esptz: espermatozóides. * P< 0,05. 
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Figura 45 – Efeito do vôo dos machos na oviposição.   

Machos adultos foram submetidos ao vôo exaustivo no 2º dia após a 

alimentação. Após isto, os machos foram reunidos às fêmeas virgens (mantidas em 

repouso) por 4 dias. Após isto, as fêmeas foram separadas e esperou-se até a 

postura de ovos. Os ovos foram contados e o resultado expresso em um gráfico. Os 

pontos no gráfico representam média ± DP para três determinações.  
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Figura 46 – Efeito do vôo de fêmeas na oviposição.  

Fêmeas adultas foram submetidas ao vôo exaustivo no 3º dia após a 

alimentação. Após isto, esperou-se até a postura de ovos. Os ovos foram contados e 

o resultado expresso em um gráfico. Os pontos no gráfico representam média ± DP 

para três determinações. * P< 0,05. 
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5- DISCUSSÃO 

 Apesar da aparente simplicidade, os insetos são modelos experimentais de 

grande utilidade no estudo de processos bioquímicos e fisiológicos. No que diz 

respeito ao transporte de lipídios, os estudos realizados em insetos contribuem 

significativamente para um melhor entendimento deste processo em vertebrados 

visto que, em ambos os sistemas, a entrega de lipídios é mediada por lipoproteínas 

de estrutura e origens evolutivas similares (SMOLENAARS e cols., 2007). Além 

disso, o estudo de insetos hematófagos é muito relevante devido ao fato destes 

serem vetores de doenças de importância médica que afetam milhões de pessoas 

principalmente nas áreas tropicais e subtropicais.  

Em mamíferos, as lipoproteínas são responsáveis pela entrega seletiva de 

lipídios aos testículos. Estes lipídios, principalmente ésteres de colesterol, são 

utilizados na síntese de testosterona nas células de Leydig e na produção de 

gametas pelas células de Sertoli (LEVALLET e cols., 1996; FOFANA e cols., 2000; 

REAVEN e cols., 2000). Nesta tese foi estudado, pela primeira vez, o papel da 

lipoforina na espermatogênese através da caracterização da incorporação da 

lipoforina pelos testículos de insetos utilizando como modelos experimentais o 

hemíptero hematófago, Rhodnius prolixus, e o gafanhoto migratório, Locusta 

migratoria. 

Em relação ao R. prolixus, a análise da incorporação de lipídios por diferentes 

órgãos de adultos machos após injeção de uma lipoforina marcada radioativamente 

com 32Pi (32P-Lf), mostrou que há uma grande acumulação de lipídios nos testículos 

(Figura 5). De 5 a 10% da radioatividade associada à Lf marcada radioativamente é 

encontrada nos testículos nos tempos de máxima incorporação (dado não-
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mostrado). A acumulação lipídica nos testículos mostra que há uma demanda de 

lipídios significativa neste órgão. 

Observamos também que a incorporação de lipídios pelos testículos atinge 

seu patamar máximo no 2o dia após a alimentação. Isto se deve ao fato de grandes 

quantidades de nutrientes estarem disponíveis nos primeiros dias após a 

alimentação resultado da digestão sanguínea (Figura 7). Desta forma, a Lf pode se 

abastecer de lipídios no intestino médio e entregá-los aos órgãos periféricos 

(COELHO e cols., 1997; RODENBURG & VAN DER HORST, 2005; ATELLA e cols., 

2006).  

As cinéticas de incorporação de fosfolipídios e lipídios neutros pelos testículos 

são mostradas nas Figuras 7 e 8, respectivamente. Uma vez que a Lf contém ambas 

as classes de lipídios, os dados obtidos podem indicar que estas moléculas são 

incorporadas de maneira temporalmente diferente. Um curso temporal utilizando a Lf 

marcada radioativamente na porção protéica com 125I, 125I-Lf (Figura 9), mostrou-se 

linear até 30 horas conforme foi verificado para fosfolipídios na Figura 8. 

Aparentemente, em um primeiro momento, os lipídios neutros são preferencialmente 

incorporados e, posteriormente, a partícula inteira, incluindo os fosfolipídios, é mais 

favoravelmente internalizada pelo órgão. 

Várias hipóteses podem explicar este fenômeno, uma delas é que os 

testículos interagem preferencialmente com uma Lf rica em lipídios neutros, 

especialmente diacilgliceróis, em um tipo de transporte seletivo para esta classe 

lipídica. Uma vez que o conteúdo de diacilglicerol diminuiu na Lf, isto sinaliza aos 

testículos para internalização da partícula inteira de Lf. Este “sinal” pode ser a 

própria Lf. Em adultos de R. prolixus em repouso, encontra-se duas populações 

marcantes de Lf de densidades diferentes e associadas a diferentes quantidades de 
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apoLf-III o que sugere diferentes conteúdos lipídicos (OLIVEIRA e cols., resultados 

não-mostrados). Estas diferentes Lfs então podem interagir de forma distinta com os 

testículos ora levando preferencialmente a transferência de lipídios; ora levando à 

internalização da partícula inteira.  

Outra hipótese é a de que diferentes receptores de Lf estão expostos nas 

membranas das células e levam à entrada da Lf nas células ou a simples entrega de 

lipídios. O número e a função destes diferentes receptores poderiam mudar ao longo 

do tempo por moduladores como vôo, disponibilidade de nutrientes, parasitismo, 

entre outros.  

Alternativamente, os testículos poderiam apresentar um mesmo receptor de Lf 

e este poderia interagir de formas diferentes com a mesma Lf. Van Hoof e 

colaboradores (2002 e 2003) mostraram que em células de mamíferos transfectadas 

com o receptor de Lf de insetos, LpR, a endocitose da Lf não leva à degradação das 

apolipoforinas nos endossomas mas somente à partição dos lipídios e posterior 

reciclagem do receptor e da Lf. Já no corpo gorduroso de L. migratoria, onde o LpR 

é naturalmente expresso, a endocitose da Lf mediada por este receptor com e sem 

degradação do ligante pode ocorrer ao mesmo tempo nas células do tecido. 

Certamente para se entender melhor como a Lf interage com os testículos de 

insetos, um estudo mais aprofundado considerando estas hipóteses deve ser 

realizado. 

A detecção da apoLf-I e apoLf-II nos testículos por Western Blotting (Figura 

10) e a visualização da mesma dentro do tecido por microscopia de epifluorescência 

a partir da marcação da Lf com FITC (Figura 13) são evidências que corroboram 

com o fato de que os testículos são realmente capazes de internalizar a Lf. Além 

disso, as apolipoforinas não são exocitadas das células retornando à hemolinfa visto 
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que não foi detectada radioatividade até 5 dias após a injeção da 125I-Lf em machos 

(Figura 9). O gradual desaparecimento da banda correspondente à apoLf-II na 

Figura 10 seria devido a uma possível degradação da mesma no interior das células. 

Em conjunto, estes resultados indicam que a Lf não atua como um veículo 

reutilizável no transporte de lipídios aos testículos de R. prolixus, diferente do que foi 

observado nos músculos de vôo durante o vôo de L. migratoria (VAN HEUSDEN e 

cols., 1987; OLIVEIRA e cols., 2006); e nos ovários de R. prolixus durante a 

ovogênese (GONDIM e cols., 1989).  O mecanismo observado em testículos se 

assemelha ao descrito para Anopheles gambiae em que a Lf é endocitada e 

acumulada pelos ovócitos em desenvolvimento (ATELLA e cols.,2006).  

Os principais lipídios, provenientes da Lf, incorporados pelos testículos foram 

encontrados na forma de fosfolipídios, triacilglicerol e diacilglicerol (Figura 11A). 

Dentre os fosfolipídios, fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina foram os majoritários 

(Figura 11B). Ensaios de microscopia utilizando Lf marcada fluorescentemente nos 

lipídios permitiram a visualização dos mesmos no interior do tecido (Figuras 13 e 

14). Utilizando-se uma Lf marcada duplamente nos fosfolipídios e na porção protéica 

(Figura 15), verificou-se a co-localização dos fosfolipídios e da Lf no tecido 

corroborando com a idéia que a partícula inteira da Lf é internalizada de forma 

similar pelos testículos (Figuras 7 e 9).  

A internalização da 125I-Lf observada a 28oC, foi inibida a 4oC (Figura 9). 

Todavia, a ligação da Lf aos testículos ainda ocorreu a 4oC (Figura 12) indicando 

que a incorporação da Lf pelos testículos é um processo dependente de energia. 

Adicionalmente, foi mostrado que ocorre competição entre a Lf radioativa e a não-

marcada pelos sítios de ligação no testículo. O mesmo não foi verificado quando o 

competidor usado foi uma proteína não-especifica, a albumina (Figura 12). Isto 
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indica que a interação da Lf com os testículos envolve a participação de um receptor 

específico assim como verificado em outros órgãos de R. prolixus como descrito em 

outros trabalhos de nosso grupo (ATELLA e cols., 1995; MACHADO e cols., 1996; 

PONTES e cols., 2002; GRILLO e cols., 2003). 

Dantuma e colaboradores (1997) identificaram um receptor da família de 

receptores da LDL em células de corpo gorduroso de Locusta migratoria. Isto implica 

que, semelhante ao que ocorre em mamíferos, a Lp também pode ser internalizada 

via endocitose mediada por receptor. A LDL de mamíferos é endocitada via ligação 

ao seu receptor, o LDLR, e então liberada no citoplasma em endossomas iniciais 

que amadurecem em endossomas tardios onde a lipoproteína é degradada 

(BROWN e GOLDSTEIN, 1986; STOORVOGEL e cols., 1991, HUSSAIN e cols., 

1999). Em insetos, o LpR, receptor de Lf, também já foi identificado em outros 

tecidos de L. migratoria como ovários e cérebro (RODENBURG & VAN DER 

HORST, 2005); e em outros insetos como Aedes aegypti e Galleria mellonella (SEO 

e cols., 2003; LEE e cols., 2003). 

Portanto, para verificar a presença do receptor LpR em testículos de insetos, 

no caso Locusta migratoria, um projeto em colaboração com o Departamento de 

Fisiologia Bioquímica da Universidade de Utrecht, Holanda, foi realizado sob 

supervisão do Prof. Dick J. van der Horst e Dr. Kees W. Rodenburg. 

O receptor LpR foi detectado em SDS-PAGE de preparações de membrana 

de testículos de L. migratoria através da técnica Western Blotting usando o anticorpo 

anti-LpR 2189/90 que reconhece 20 peptídeos do domínio de ligação do receptor 

(última seqüência de repetições de cisteínas). Sob condições redutoras, o LpR 

apresentou um peso molecular de aproximadamente 150 kDa, sendo um pouco 

maior do que o descrito por Van Hoof e cols. (2003) para LpR de corpo gorduroso 
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(Figura 17). Experimentos preliminares mostraram que os ovários de L. migratoria 

apresentam uma isoforma do LpR de corpo gorduroso e que, a mobilidade 

eletroforética deste receptor, em condições redutoras, se assemelha em muito ao 

LpR de testículos (OLIVEIRA e cols., resultados não-publicados e RODENBURG e 

cols., comunicação pessoal). O LpR presente nos testículos não foi imuno-detectado 

quando o anticorpo anti-LpR 9218, que reconhece a porção C-terminal do LpR de 

corpo gorduroso, foi utilizado (OLIVEIRA e cols., resultados não-publicados).  

Já sob condições não-redutoras (Figura 18), o LpR obtido de testículos 

apresentou uma mobilidade eletroforética  maior se comparado ao LpR reduzido 

(Figura 17) o que indica a presença de múltiplas pontes de sulfeto na molécula. A 

Figura 19 mostra que o LpR de testículos é expresso somente em larvas de 5º 

estágio (L5) e adultos jovens, estando ausente nos testículos de animais mais 

velhos. Este perfil de expressão é similar ao observado para LpR de corpo 

gorduroso (Van Hoof e cols., 2003). 

Este padrão de expressão do LpR está diretamente relacionado à capacidade 

dos testículos de captar a HDLp (lipoforina de alta densidade) ao longo da fase 

adulta. Testículos dissecados de jovens adultos do 1º dia após a muda são capazes 

de incorporar partículas de HDLp marcadas fluorescentemente nas apolipoforinas, 

OG-HDLp, como nos lipídios, DiI-HDLp (Figura 20); num padrão pontuado de 

vesículas, característico para processos endocíticos (VAN HOOF e cols., 2003). Um 

tratamento do tecido com tripsina depois da incubação com OG-HDLp e antes da 

fixação, não alterou o padrão pontuado de marcação verificando que a HDLp estava 

realmente encapsulada em membranas (isto é, em vesículas endocíticas) e não 

inespecificamente na superfície do tecido (Figura 22).  
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Em testículos de adultos mais velhos, quando o LpR é pouco expresso, o 

padrão de vesículas com a HDLp fluorescente não foi observado (Figura 21) Esta 

relação entre expressão do LpR e capacidade endocítica do tecido também foi 

observada em corpo gorduroso de L. migratoria (VAN HOOF e cols., 2003). 

A incubação de LDLp, lipoforina de baixa densidade, marcada com Oregon 

Green na porção protéica, OG-LDLp com testículos de adultos de 1º dia após a 

muda não apresentou nenhum padrão de endocitose (Figura 23). O mesmo 

fenômeno foi anteriormente observado por Van Hoof e colaboradores (comunicação 

pessoal) em relação ao corpo gorduroso. A LDLp é uma lipoproteína presente na 

hemolinfa de insetos durante o vôo e é responsável por entregar seletivamente 

lipídios aos músculos de vôo (VAN HEUSDEN e cols., 1987). Por sua vez, Dantuma 

e cols. (1999) mostraram que o LpR não é expresso em músculos de vôo e, 

portanto, não teria um papel importante no abastecimento de lipídios aos músculos 

de forma a manter o vôo sustentado. Este conjunto de evidências aponta para o fato 

de que a interação entre o receptor LpR e a LDLp é pouco significativa e improvável 

seja qual for o tecido. 

A fim de caracterizar a captação da HDLp pelos testículos como um processo 

endocítico, experimentos de binding e internalização. A 4oC, a OG-HDLp somente é 

capaz de se ligar aos seus receptores nos testículos, visto que nestas condições a 

endocitose é inibida (DUNN e cols., 1980). Porém, quando a temperatura é elevada 

a 27oC, observa-se que a HDLp anteriormente ligada, é capaz de ser internalizada e 

encapsulada em vesículas endocíticas no interior das células (Figura 24). Os 

mesmos resultados foram obtidos mediante a incubação com DiI-HDLp 

demonstrando que a entrada de lipídios da HDLp nas células está condicionada à 

endocitose da partícula inteira (Figura 25). 
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A endocitose da OG-HDLp pelos testículos a 27oC também foi inibida por um 

excesso de HDLp não-marcada mas não por um excesso de albumina, uma proteína 

inespecífica (Figura 26). Isto implica que a endocitose da HDLp pelos testículos é 

mediado por um receptor, o LpR. De maneira interessante, a endocitose da HDLp de 

L. migratoria pelos testículos deste inseto também foi inibida por um excesso de Lf  

de R. prolixus o que pode indicar que o receptor LpR pode reconhecer Lfs de 

diferentes insetos (Figura 26). Além disso, este dado pode indicar que o gene do 

receptor LpR em L. migratoria e o gene deste receptor em R. prolixus possivelmente  

possuem um gene ancestral comum e que, devido a isto, podem reconhecer 

domínios comuns nas Lfs destes insetos. 

Observou-se também a inibição da endocitose da HDLp pelos testículos na 

presença de inibidores como o NH4Cl e a suramina (Figuras 27-29), em que a 

acidificação dos endossomas e a ligação da HDLp ao seu receptor foram 

interrompidas respectivamente (SCHNEIDER e cols., 1982; MELLMAN e cols., 1986; 

TSUCHIDA & WELLS, 1990). 

A partir dos resultados obtidos neste projeto em colaboração e mostrados 

nesta tese, conclui-se que a HDLp é endocitada via um receptor especifico, o LpR, 

em testículos de L. migratoria. Traçando um paralelo com R. prolixus, o presente 

trabalho proveu evidencias diretas da localização da Lf no interior do tecido, da 

dependência de energia e do envolvimento de um receptor no processo de 

incorporação da Lf pelos testículos. Portanto, postula-se que a endocitose de Lf 

mediada por receptor em testículos também ocorre em Rhodnius. Entretanto, a 

identificação de um receptor de Lf nos testículos deste inseto precisa ser 

futuramente elucidada. 
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Os testículos são órgãos responsáveis pela produção dos espermatozóides 

em animais. Neste órgão, existem diferentes demandas lipídicas como a obtenção 

de energia, a formação de reservas energéticas para os espermatozóides e, 

principalmente, a síntese de biomembranas dos espermatozóides (DUMSER, 1980; 

MITA & Nakamura, 1993; FLESCH & GADELLA, 2000). Neste contexto, a Lp 

desempenharia um papel importante no transporte de lipídios a fim de suprir a 

demanda dos testículos.  

Em um experimento de injeção de 3H-Lf em machos adultos de R. prolixus e 

posterior isolamento dos espermatozóides, foram detectados lipídios radioativos na 

fração de espermatozóides principalmente na forma de fosfolipídios (Figura 16A). 

Além disso, também encontramos radioatividade proveniente da 3H-Lf na fração do 

fluido seminal (Figura 16B). Isto implica que a Lf incorporada pelos testículos 

constitui uma fonte de lipídios à espermatogênese e conseqüente produção do 

sêmen.  A localização de lipídios fluorescentes vindos da Lf nas vesículas seminais 

(Figura 17) reforça este conceito visto que este órgão tem como função a 

armazenagem temporária do sêmen antes da cópula. 

Em relação aos lipídios encontrados no fluido seminal, estes poderiam ser 

usados como fontes de energia durante a migração do espermatozóide até o ovo 

como já foi descrito em outros invertebrados (MITA e cols., 2002). Além disso, estes 

lipídios livres poderiam ter diferentes sítios de ação na fêmea levando a respostas 

como estímulo à produção de ovos, redução da receptividade sexual da fêmea e, até 

mesmo, diminuição do tempo de vida da fêmea; eventos já atribuídos à ação das 

acps, proteínas das glândulas acessórias de Drosophila melanogaster (CHAPMAN & 

DAVIES, 2004). 
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Nesta tese, o papel da Lf na transferência de lipídios dos machos às fêmeas 

durante a cópula de R. prolixus também foi estudado (Figura 30-34). Os resultados 

sugerem que, após a incorporação da Lf pelos testículos, os fosfolipídios são 

remodelados a fim de gerar ácidos graxos, provavelmente por ação de fosfolipases, 

para síntese de novos fosfolipídios. Estes novos fosfolipídios podem ser transferidos 

às fêmeas durante a cópula junto com o sêmen, visto que a presença de 

fosfolipídios livres, não-associados aos espermatozóides, foi detectada no fluido 

seminal (Figura 16). 

Outra possibilidade é que a remodelagem dos fosfolipídios ocorre nas 

espermatecas após a transferência do esperma. Classicamente, as espermatecas 

têm como função principal a retenção do sêmen após a cópula (KHALIFA, 1950) e, 

portanto, não teriam o aparato enzimático necessário a quebra e síntese de novo de 

lipídios. Entretanto, a incubação de espermatecas com 32Pi e 3H-ácido palmítico 

mostrou que elas são capazes de sintetizar fosfolipídios a partir destes precursores 

(Figura 35). Estas evidências viabilizam o conceito de que os fosfolipídios da Lf 

incorporados pelos testículos, usados na produção do fluido seminal e então 

transferidos às fêmeas durante a cópula sofreriam remodelagem nas espermatecas 

e não nos testículos.  

A transferência de lipídios após 5 dias de união dos casais está associada ao 

aumento do número de espermatozóides presentes na espermateca neste período 

(Figura 37). Além disso, após injeção de 3H-Lf em machos e ensaio de cópula, 

verificou-se a presença de radioatividade atribuída aos 3H-lipídios neutros da Lf 

injetada em ovos postos e também na hemolinfa das fêmeas (Figura 38).  

Estes resultados somados aos mostrados na Figura 16 são evidências diretas 

que os lipídios da Lf são usados na produção dos espermatozóides e do fluido 
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seminal a fim de compor o sêmen a ser transferido às fêmeas durante a cópula. Nas 

fêmeas, os espermatozóides participam da fecundação dos ovos e, os lipídios do 

fluido seminal atravessam o trato reprodutor das fêmeas e alcançam a hemolinfa 

assim como descrito para as Acps de D. melanogaster (HEIFETZ e cols., 2000). A 

função destes lipídios na hemolinfa permanece não esclarecida.  

Uma vez que a Lf é responsável pelo abastecimento de lipídios aos músculos 

de vôo durante o exercício (VAN HEUSDEN e cols., 1987; VAN DER HORST e cols., 

2002) a influência do vôo na transferência de lipídios durante a cópula e na 

produção de espermatozóides e ovos foi abordada nesta tese.  

A capacidade de vôo é um dos mais importantes fatores para o sucesso na 

colonização do ambiente terrestre pelos insetos. Por este motivo, o vôo tem sido 

alvo de estudo de muitos grupos de pesquisa em diversas áreas do conhecimento. 

Este tópico torna-se mais instigante se considerarmos o vôo de insetos vetores 

responsáveis por efeitos alarmantes nas populações humanas (WHO, 2006).  Isto 

porque o vôo potencializa a capacidade de dispersão destes insetos aumentando a 

área de incidência das doenças transmitidas pelos mesmos. 

Sabe-se que o vôo de fêmeas de várias espécies de insetos pode prejudicar o 

desenvolvimento dos ovários, retardar e até mesmo inibir a ovogênese resultando 

numa diminuição do número de ovos postos pelas mesmas (JONHSON, 1963; 

KENNEDY, 1961; RANKIN e cols., 1994). Estes eventos foram descritos 

primeiramente por Kennedy (1961) e denominado síndrome vôo-ovôgenese. Esta 

síndrome propõe que o vôo consumiria muita energia de modo que menos fontes 

energéticas, como os lipídios, ficariam disponíveis para a ovogênese e, de forma 

análoga, o mesmo ocorreria com a espermatogênese e o sucesso reprodutivo da 
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cópula. Entretanto, pouco se sabe da influência do vôo na espermatogênese em 

insetos foi realizado. 

A capacidade de vôo e de produção de espermatozóides de machos adultos 

ao longo dos dias após a alimentação é mostrada na Figura 39. Observou-se que 

por volta do 2º dia após a alimentação, os machos são capazes de voar por mais 

tempo. Neste mesmo período, a produção de espermatozóides atinge seu patamar 

máximo.  Também neste período, a captação de lipídios, e consequentemente, da Lf 

pelos testículos é máxima como mostrado na Figura 6. Nos primeiros dias após a 

alimentação, em conseqüência da digestão do sangue, a disponibilidade de 

nutrientes é grande no inseto. Desta forma, este maior aporte de lipídios fica 

disponível para utilização na dispersão do inseto pelo vôo e/ou para fins 

reprodutivos. Porém, a partícula responsável pela entrega de lipídios, utilizada 

nestes dois processos, a Lf, é a mesma.  

Durante o vôo de machos ou fêmeas (Figura 40 e 41, respectivamente), 

verificou-se que o transporte de fosfolipídios e lipídios neutros é desviado para 

sustentar o vôo prolongado. Isto porque se observou uma menor transferência 

lipídica às gônadas e conseqüente aumento aos músculos de vôo.  Este fenômeno 

foi mais explícito ao se analisar o perfil lipídico de ovários e músculos de vôo após o 

exercício (Tabela 1). Nos ovários, houve diminuição das quantidades de todas as 

classes lipídicas. Já nos músculos de vôo, houve aumento do conteúdo de todos os 

lipídios, exceto triacilglicerol. Este triacilglicerol provavelmente constitui reserva dos 

próprios músculos, sendo hidrolisado rapidamente a fim de se obter ácidos graxos 

livres para a pronta obtenção de energia para o vôo.  

Como reflexo desta menor incorporação de lipídios pelos testículos durante o 

vôo, o número de espermatozóides presentes em testículos de machos que voaram 
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até a exaustão se mostrou 40% menor se comparado a machos mantidos em 

repouso (Figura 42). Obviamente, os efeitos deletérios da produção de espécies 

reativas de oxigênio (estress oxidativo) pela atividade de vôo especialmente 

peroxidação lipídica e dano às membranas biológicas deve ser incluído como fator 

importante na diminuição na produção de espermatozóides durante o vôo. Estes 

resultados indicam que existe uma relação antagônica entre o vôo e a 

espermatogênese em Rhodnius prolixus como já descrito para a ovogênese em 

outros insetos (KENNEDY, 1961, RANKIN e cols., 1994).  

O vôo também foi capaz de interferir na transferência de lipídios às fêmeas 

durante a cópula. Fêmeas que copularam com machos submetidos ao vôo 

apresentaram menos lipídios transferidos na espermateca após a cópula (Figura 43). 

Este decréscimo na transferência de lipídios causado pelo vôo de machos está 

diretamente relacionado a uma diminuição do número de espermatozóides 

presentes nas espermatecas das fêmeas em 25% (Figura 44).  Como resultado final 

deste processo, o vôo de machos responde por uma diminuição da oviposição de 

40% (Figura 45). O vôo de fêmeas, nas mesmas condições experimentais, uma 

sessão de vôo até a exaustão, também levou a uma diminuição do número de ovos 

postos (Figura 46). Porém, esta diminuição foi menos acentuada do que para o vôo 

de machos. 

É importante considerar que além quantidade, provavelmente, a qualidade 

dos espermatozóides e fluido seminal transferidos por machos que voaram é inferior 

se comparada a de machos em repouso. O estresse oxidativo causado pelo vôo, os 

danos aos lipidios da Lf como oxidação de ácidos graxos nesta situação fisiológica 

(OLIVEIRA e cols., resultados não-publicados) e a falta de lipídios disponíveis aos 

testículos durante o exercício podem levar a uma formação inadequada da 
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membrana plasmática dos espermatozóides que é um fator crucial para o sucesso 

na fecundação (FLESCH & GADELLA, 2000). 

Em síntese, esta tese apresentou evidências experimentais que explicitam o 

papel da lipoforina na espermatogênese e cópula de insetos como fonte de lipídios 

para formação do sêmen. Adicionalmente, foi demonstrado como o vôo, ao interferir 

no transporte da lipoforina, atua como um antagonista às funções reprodutivas. Além 

disso, este é o primeiro relato da endocitose de uma lipoproteína por testículos em 

insetos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 125 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

REFERÊNCIAS 



 126 

6  REFERÊNCIAS 

ATELLA, G.C., GONDIM, K.C., MASUDA, H. (1992) Transfer of phospholipids from 

the fat body to lipophorin in Rhodnius prolixus. Arch. Insect Biochem. Physiol. , 19, 

133-144. 

ATELLA, G.C., GONDIM, K.C., MASUDA, H. (1995) Loading of lipophorin particles 

with phospholipids at midgut of Rhodnius prolixus. Arch. Insect Biochem. Physiol. , 

30, 337-350. 

ATELLA. G.C., ARRUDA, M.A.B.C.F., MASUDA, H., GONDIM, K.C. (2000) Fatty 

acid incorporation by Rhodnius prolixus midgut. Arch. Insect Biochem. Physiol. , 

43, 99-107. 

ATELLA, G.C., SILVA-NETO, M.A.C., GOLODNE, D.M., AREFIN, S., 

SHAHABUDDIN, M. (2006). Anopheles gambiae lipophorin: characterization and role 

in lipid transport to developing oocyte. Insect Biochem. Molec. Biol. , 36, 375-386. 

BAER, B., MORGAN, E.D., SCHMID-HEMPEL, P. (2001) A nonspecific fatty acid 

within the bumblebee mating plug prevents females from remating. PNAS, 98, 3926-

3928. 

BEENAKKERS, A.M.Th., VAN DER HORST, D.J., VAN MARREWIJK, W.J.A. (1981) 

Metabolism during locust flight. Comp. Biochem. Physiol.,  69B, 315-321. 

BEENAKKERS, A.M.T., VAN DER HORST, D.J., VAN MARREWIJK, W.J.A. (1984) 

Insect flight muscle metabolism. Insect Biochem. , 14,  243-260. 

BEENAKKERS, A.M.Th., BLOEMEN, R.E.B., de VLIEGER, T.A., VAN DER HORST, 

D.J., VAN MARREWIJK, W.J.A. (1985) Insect adipokinetic hormones. Peptides , 6, 

437-444. 

BLACKLOCK, B.J., RYAN, R.O. (1994) Hemolymph lipid transport. Insect Biochem. 

Mol. Biol. , 24, 855-873. 

BLIGH, E.G., DYER, W.J. (1959) A rapid method of total lipid extraction and 

purification. Can. J. Biochem. Physiol.  37, 911-917. 

BROWN, M.S., GOLDSTEIN, J.L. (1986) A receptor-mediated pathway for 

cholesterol homeostasis. Science  232, 34-47. 

BROWN, M.S., HERZ, J., GOLDSTEIN, J.L., (1997) LDL receptor structure. Calcium 

cages, acid baths and recycling receptors. Nature  388, 629-630. 



 127 

CEROLINI, S., KELSO, K.A., NOBLE, R.C., SPEAKE, B.K., PIZZI, F., CAVALCHINI, 

L.G. (1997) Relationship between spermatozoa lipid composition and fertility during 

aging of chickens. Biology Rep.,  57, 976-980. 

CHAPMAN, T., DAVIES, S.J. (2004) Functions and analysis of the seminal fluid 

proteins of male Drosophila melanogaster fruit flies. Peptides  25, 1477-1490. 

CHEON, H.M., SEO, S.J., SUN, J., SAPPINGTON, T.W., RAIKHEL, A.S. (2001) 

Molecular characterization of VLDL receptor homolog mediating binding of lipophorin 

in oocyte of the mosquito Aedes aegypti. Insect Biochem. Molec. Biol. , 31, 753-

760. 

CHINO, H., KITAZAWA, K. (1968) Diglyceride carrying lipoproteins in insect 

hemolymph. Isolation, purification and properties. Biochimica et Biophysica Acta , 

176, 1-26. 

CHINO, H., KATASE, H., DOWNER, R.G.H. (1981b) Diacylglycerol-carrying 

lipoprotein of hemolymph of the american cockroach: purification, characterization 

and function. J.  Lipid Res. , 22, 7-15. 

CHINO, H. (1985) Lipid transport: biochemistry of hemolymph lipophor in . 

Oxford: Comprehensive Insect Physiology, Biochemistry and Pharmacology, 10, 115-

134. 

COELHO, H.S.L., ATELLA, G.C., MOREIRA, M.F., GONDIM, K.C., MASUDA, H. 

(1997) Lipophorin density variation during oogenesis in Rhodnius prolixus. Arch. 

Insect Biochem. Physiol.,  35, 301-313. 

DANTUMA, N.P., PIJNENBURG, M.A., DIEDEREN, J.H.B., VAN DER HORST, D.J. 

(1997) Developmental down-regulation of receptor-mediated endocytosis of an insect 

lipoprotein. J. Lipid Res. , 38, 254-265. 

DANTUMA, N.P., POTTERS, M., de WINTHER, M.P., TENSEN, C.P., KOOIMAN, 

F.P., BOGERD, J., VAN DER HORST, D.J. (1999) An insect homolog of the 

vertebrate very low density lipoprotein receptor mediates endocytosis of lipophorins. 

J. Lipid Res. , 40, 973-978. 

DE KORT, C.A.D., KOOPMANSCHAP, A.B. (1987) Molecular characteristics of 

lipophorin, the juvenile hormone-binding protein in the hemolymph of the Colorado 

potato beetle. Arch. Insect biochem. Physiol.,  5, 255-269. 



 128 

DE MEIS, L., MASUDA, H. (1974) Phosphorylation of the sarcoplasmic reticulum e 

by orthophosphate through two different reactions. Biochemistry , 13, 2057-2062. 

DIEDEREN, J.H.B., MAAS, H.A., PEL, H.J., SCHOONEVELD, H., JANSEN, W.F., 

VULLINGS, H.G.B. (1987) Co-localization of the adipokinetic hormones I and II in the 

same glandular cells and in secretory granules of corpus cardiacum of Locusta 

migratoria and Schistocerca gregaria. Cell Tissue Res. , 249, 379-389. 

DUMSER, J.B. (1980) The regulation of spermatogenesis in insects. Ann. Rev. 

Entomol., 25, 341-369. 

DUNN, W.A., HUBBARD, A.L., ARONSON, N.N. (1980) Low temperature selectively 

inhibits fusion between pinocytic vesicles and lysosomes during heterophagy of 125I-

asialofetuin by the perfused rat liver. J. Biol. Chem. , 255, 5971-5978. 

FIELDING, P.E., FIELDING, C.J. Dynamics of lipoprotein transport in the human 

circulatory system , em: Bernardi G., Vance D.E., Vance J.E. (Eds.),  Biochemistry 

of lipids, lipoproteins and membranes, 4a ed., Elsevier Science, Amsterdam, 2002, 

pp. 527-552. 

FOFANA, M., TRAVERT, C., CARREAU, S., LE GOFF, D. (2000) Evaluation of 

cholesteryl ester transfer in seminiferous tubule cells of immature rats in vivo and in 

vitro. J. Reprod. Fer ., 118, 79-83. 

FLESCH, F.M., GADELLA, B.M. (2000) Dynamics of the mammalian sperm plasma 

membrane in the process of fertilization. Biochimica et Biophysica Acta , 1469, 

197-235. 

FRAYN, K.N. Lipoprotein metabolism, em: Snell K. (Ed.), Metabolism regulation: a 

human perspective, Portland Press, London, 1996, pp. 197-217. 

GANONG, W.F. Energy balance, metabolism, and nutrition , em: Foltin J., 

Nogueira I., Ramsom J., Sheinis L.A. (Eds.), Review of medical physiology, McGraw-

Hill Companies, New York, 2001, pp. 271-306. 

GARCIA, E.S., GARCIA, M.L.M., MACARINE, J.D., UBATUBA, F.B. (1975) 

Alimentação do Rhodnius prolixus no laboratório. An. Acad. Bras. Ciência , 47, 539-

545. 



 129 

GHOSH, R.N., GELMAN, D.L., MAXFIELD, F.R. (1994) Quantification of low density 

lipoprotein and transferrin endocytic sorting Hep2 cells using confocal microscopy. J. 

Cell Science , 107, 2177-2189. 

GOLODNE, D.M., VAN HEUSDEN, M.C., GONDIM, K.C., MASUDA, H., ATELLA, 

G.C. (2001) Purification and characterization of a lipid transfer particle in Rhodnius 

prolixus: phospholipid transfer. Insect Biochem. Mol. Biol.,  31, 567-571. 

GONDIM, K.C., OLIVEIRA, P.L., MASUDA, H. (1989) Lipophorin from Rhodnius 

prolixus: Purification and partial characterization. Biochem Insect , 19, 153-314. 

GRILLO, L.A., PONTES, E.G., GONDIM, K.C. (2003) Lipophorin interaction with the 

midgut of Rhodnius prolixus: characterization and changes in binding capacity. 

Insect Biochem. Mol. Biol ., 33, 429-438. 

HEIFETZ, Y., LUNG, O., FRONGILLO, E.A., WOLFNER, M.F. (2000) The Drosophila 

seminal fluid protein Acp26Aa stimulates release of oocytes by the ovary. Cur. Biol., 

10, 99-102. 

HUSSAIN, M.M., STRICKLAND, D.K., BAKILLAH, A., 1999. The mammalian low 

density lipoprotein receptor family. Annu. Erv. Nutr.  19, 141-172. 

HORWITZ, J., PERLMAN (1977) Phospholipid metabolism in PC12 

pheochromocytoma cells. Met. Enzymol., 141, 169-175. 

JONAS, A. Lipoprotein structure em: Bernardi G., Vance D.E., Vance J.E. (Eds.),  

Biochemistry of lipids, lipoproteins and membranes, 4a ed., Elsevier Science, 

Amsterdam, 2002, pp. 483-504. 

JOHNSON, C.G. (1963)  Physiological factors in insect migration by flight. Nature , 

4879,  423-427. 

KAWOOYA, J.K., KEIM, P.S., RYAN, R.O., SHAPIRO, J.P., SAMARAWEERA, P., 

LAW, J.H. (1984) Insect apolipophorin III. Purification and properties. J. Biol. Chem. ,  

259, 10733-10737. 

KAWOOYA, J.K., LAW, J.H. (1988) Role of lipophorin transport to the insect egg. J. 

Biol. Chem. , 263, 8748-8753. 

KENNEDY, J.S. (1961) A turning point in the study of insect migration. Nature , 189, 

785-791. 

KHALIFA, A. (1950a) Spermathofore production and egg-laying behavior in Rhodnius 

prolixus. Parasitology  40, 283-289. 



 130 

LAEMMLI, U.K. (1970) Cleavage of strutural proteins during the assembly of the 

head of bacteriophage T4. Nature , 227, 680-685. 

LEE, C.S., HAN, J.H., LEE, S.M., HWANG, J.S., SEOK, W.K., LEE, B.H., KIM, H.R. 

(2003) Wax moth, Galleria mellonella, fat body receptor for High-Density Lipophorin 

(HDLp). Arch. Insect Biochem. Physiol. , 54. 14-24. 

LEVALLET, J., BILINSKA, B., MITTRE, H., GENISSEL, C., FRESNEL, J., 

CARREAU, S. (1998) Expression and immunolocalization of functional cytochrome 

P450 aromatase in mature testicular cells. Biol. Reprod.,  58, 919-926. 

LOWRY, O.H., ROSEBROUGH. N.J., FARR, A.R., RANDALL, R.J. (1951) Protein 

measurements with the Folin phenol reagent. J. Biol. Chem. , 193, 265-275. 

MACHADO, E.A., ATELLA, G.C., GONDIM, K.C., de SOUZA, W., MASUDA, H. 

(1996) Characterization and immunocytochemical localization of lipophorin binding 

sites in the oocytes of Rhodnius prolixus. Arch. Insect Biochem. Physiol. , 31(2), 

185-196. 

MADRELL, S.H.P. (1969) Secretion by Malpighian tubules of Rhodnius. The 

movements of ions and water. J. Exp. Biol. , 51, 71-97. 

MAYOR, S., PRESLEY, J.F., MAXFIELD, F.R. (1993) Sorting of membrane 

components from endossomes and subsequent recycling to the cell surface occurs 

by a bulk flow process. J. Cell Biol. , 121, 1257-1269. 

MARTIN-NIZARD, F., RICHARD, B., TORPIER, G., NOUVELOT, A., FRUCHART, 

J.C., DUTHILLEUL, P., DELBART, C. (1987) Analysis of phospholipid transfer during 

HDL binding to platelets using a fluorescent analog of phosphatidylcholine. Thromb. 

Res., 811-825. 

MITA, M., UEHARA, T., NAKAMURA, M. (2002) Comparative studies on the energy 

metabolism in spermatozoa of four closely related species of sea urchins (Genus 

Echinometra) in Okinawa. Zoo. Science, 19, 419-427. 

MELLMAN, I., FUCHS, R., HELENIUS, A. (1986) Acidifiation of the endocytic and 

exocytic pathways. Ann. Rev. Biochem. , 55, 663-700. 

OLIVEIRA, G.A. Mudanças na densidade da lipoforina durante o vôo de Rhodnius 

prolixus. Orientador: Geórgia Correa Atella. Rio de Janeiro, 1996. Dissertação. 

(Mestrado em Química Biológica) – Instituto de Bioquímica Médica, Centro de 

Ciências da Saúde, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2003. 



 131 

OLIVEIRA, G.A., BAPTISTA, D.L., GUIMARÃES-MOTTA, H., ALMEIDA, I.C., 

MASUDA, H., ATELLA, G.C. (2006) Flight-oogenesis syndrome in a blood-sucking 

bug: biochemical aspects of lipid metabolism. Arch. Insect Biochem. Physiol. , 62, 

164-175. 

OUDEJANS, R.C.H.M., VROEMEN, S.F., JANSEN, R.F.R. (1996) Locust 

adipokinetic hormones: Carrier independent transport and differential inactivation at 

physiological concentrations during rest and flight. PNAS, 93, 8654-8659. 

OSANAI, M., NAGAOKA, S. (1992) Adenine compounds in the male reproductive 

tract and the spermatophore of the silkmoth, Bombyx mori. Comp. Biochem. 

Physiol. , 102B, 49-55. 

O’SHEA, M., RAYNE, R.C. (1992) Adipokinetic hormones: cell and molecular 

biology. Experientia , 48, 430-438. 

PATTNAIK, N.M., MUNDALL, E.C., TRUMBUSTI, B.G., LAW, J.H., KEZDY, F.J. 

(1979) Isolation and characterization of a larval lipoprotein from the hemolymph of 

Manduca sexta. Comp. Biochem. Physiol.  63B, 469-476. 

PÉREZ, J.R. Estudo sobre la anatomía de Rhodnius prolixus. Ver. Venez. Sor., 

Caracas, 1969, pp. 11-98. 

PENESFSKY, H. (1977) Reversible binding of Pi by beef heart mitocondrial 

adenosine triphosphatase. J.  Biol. Chem. , 252, 2891. 

PONTES, E.G., GRILLO, L.A., GONDIM, K.G. (2002) Characterization of lipophorin 

binding to the fat body of Rhodnius prolixus. Insect Biochem. Mol. Biol. , 32, 1409-

1417. 

PRASAD, S.V., FERNANDO-WARNAKULASURIYA, G.J.P., SUMIDA, M. (1986a) 

Lipoprotein biosynthesis in the larvae of the tobacco hornworm Manduca sexta. J. 

Biol. Chem. , 261. 17174-17176.  

QAZI, M.C.B.. HEIFETZ, Y., WOLFNER, M.F. (2003) The developments between 

gametogenesis and fertilization: ovulation and female sperm storage in Drosophila 

melanogaster. Dev. Biol., 256, 195-211. 

RANKIN, M.A., HAMPTON, E.N., SUMMY, K.R. (1994) Investigations of the 

oogenesis-flight syndrome in Anthonomus grandis (coleoptera: Curculionidae) using 

tethered flight tests. J. Insect Behavior , 7, 795-810. 



 132 

RAO, H.V. (1974) Free amino acids in seminal fluid & haemoymph of Cimex 

lectularious L. & their possible role in sperm metabolism. Indian J. Exp. Biol., 12, 

346-348. 

REAVEN, E., ZHAN, L.Z., NOMOTO, A., LEERS-SUCHETA, S., AZHAR, S. (2000) 

Expression and microvillar localization of scavenger receptor class B, type I (SR-BI) 

and selective cholesteryl ester uptake in Leydig cells from rat testis. J. Lipid Res., 

41, 343-356. 

RODENBURG, K.W., VAN DER HORST, D.J. (2005) Lipoprotein-mediated lipid 

transport in insects: Analogy to the mammalian lipid carrier system and novel 

concepts for the functioning of LDL receptor family members. BBA , 1736, 10-29. 

RUIZ, J.L., OCHOA, B. (1997) Quantification in the subnanomolar range of 

phospholipids and neutral lipids by nanodimensional thin layer chromatography and 

image analysis. J. Lipid Res.,  38, 1482-1489. 

RYAN, R.O., HAUNERLAND, N.H., BOWERS, W.S., LAW, J.H. (1988) Insect lipid 

transfer particle catalyses diacylglycerol exchange between high density and very 

high density lipoproteins. BBA , 962, 143-148. 

RYAN, R.O., VAN DER HORST, D.J. (2000) Lipid transport biochemistry and its role 

in energy production. Ann. Rev. Entomol. , 45, 233-260. 

SAUL, D., FABIAN, L., FORER, A., BRILL, J. (2004) Continuous phosphatidylinositol 

metabolism is required for cleavage of crane fly spermatocytes. J. Cell Science  117, 

3887-3896. 

SEO, S.J., CHEON, H.M., SUN, J., SAPPINGTON, T.W., RAIKHEL, A.S. (2003) 

Tissue and stage specific expression of two lipophorin receptor variants with seven 

and eight ligand binding repeats in the adult mosquito. J. Biol. Chem.  278, 41954-

41962. 

SCHELNESS, G.S., SELLERS, J.A. (2001) Very-low-density lipoprotein assembly 

and secretion. Curr. Opin. Lipidol. 12, 151-157. 

SCHNEIDER, W.J., BEISIEGEL, U., GOLDSTEIN, J.L., BROWN, M.S. (1982) 

Purification of the Low Density Lipoprotein Receptor, an Acidic Glycoprotein of 

164,000 Molecular Weight. J. Biol. Chem. , 257, 2664-2673. 



 133 

SCHNEIDER, W.J. Lipoprotein receptors em: Bernardi G., Vance D.E., Vance J.E. 

(Eds.), Biochemistry of lipids, lipoproteins and membranes, 4a ed., Elsevier Science, 

Amsterdam, 2002, pp. 553-5724. 

SHAPIRO, J.P., LAW, J.H., WELLS, M.A. (1988) Lipid transport in insects. Ann. Rev. 

Entomol.  33, 297-318. 

SMOLENAARS, M.M., MADSEN, O., RODENBURG, K.W., VAN DER HORST, D.J. 

(2007) Molecular diversity and evolution of the large lipid transfer protein superfamily. 

J. Lipid Res. , 48, 489-502. 

SOULAGES, J.L., WELLS, M.A. (1994) Metabolic fate and turnover rate of 

hemolymph free acids in adults Manduca sexta. Insect Biochem. Mol. Biol. , 24, 79-

86. 

SURHOLT, B., GOLDBERG, J., SCHULZ, T.K.F., BEENAKKERS, AM.Th., VAN DER 

HORST, D.J. (1991) Lipoproteins act as a reusable shuttle for lipid transport in the 

flying death’s-head hawkmoth Acherontia atropos. BBA,  1086, 15-21. 

STANLEY-SAMUELSON, D., JURENKA, J.A., BLOMQUIST, G.J., LOHER, W. 

(1986) De novo biosynthesis of prostaglandins by the Australian field cricket, 

Teleogryllus commodus. Comp. Biochem. Physiol.,  85, 303-307. 

STOORVOGEL, W., STROUS, G.J., GEUZE, H.J., OORSCHOT, V., SCHWARTZ, 

A.L. (1991) Late endossomes derive from early endossomes by maturation. Cell  65, 

417-427. 

TSUCHIDA, K., WELLS, M.A. (1998) Changes in lipophorin composition during the 

fourth to fifth instar molt of Manduca sexta. Insect Biochem. , 18,  263-268. 

VANCE, J.E. Assembly and secretion of lipoproteins  em: Bernardi G., Vance 

D.E., Vance J.E. (Eds.), Biochemistry of lipids, lipoproteins and membranes, 4a ed., 

Elsevier Science, Amsterdam, 2002, pp. 505-526. 

VAN DER HORST, D.J., WEERS, P.M.M., VAN MARREWIJK, W.J.A. (1993) 

Lipoproteins and lipid transport EM Stanley-Samuelson D.W., Nelson D.R. (Eds.), 

Insect Lipids: Chemistry, Biochemistry and Biology, University of Nebraska Press, 

Lincoln, NE, 1993, pp. 1-24. 

VAN DER HORST, D.J., VAN HOOF, D., VAN MARREWIJK, W.J.A., RODENBURG, 

K.W. (2002) Alternative lipid mobilization: the insect shuttle system. Mol. Cell 

Biochem. , 239, 113-119. 



 134 

VAN HEUSDEN, M.C., VAN DER HORST, D.J., VOLSHOL, J., BEENAKKERS, 

A.M.Th. (1987) The recycling of protein components of flight-specific lipophorin in 

Locusta migratoria. Insect Biochem.,  17, 771-776. 

VAN HEUSDEN, M.C., LAW, J.H. (1989) An insect lipid transfer particle promotes 

lipid loading from fat body to lipoprotein. J. Biol. Chem. , 264, 17287-17292. 

VAN HOOF, D., RODENBURG, K.W., VAN DER HORST, D.J. (2002) Insect 

lipoprotein follows a transferrin-like recycling pathway that is mediated by the insect 

LDL recpetor homologue. J. Cell Science , 115 , 4001-4012. 

VAN HOOF, D., RODENBURG, K.W., VAN DER HORST, D.J. (2003) Lipophorin 

receptor-mediated lipoprotein endocytosis in insect fat body cells. J. Lipid Res. , 44, 

1431-1440. 

VAN HOOF, D., RODENBURG, K.W., VAN DER HORST, D.J. (2005) Receptor-

mediated endocytosis and intracellular trafficking of lipopoteins and transferrin in 

insect cells. Insect Biochem. Mol. Biol. , 35, 117-128. 

WEERS, P.M., VAN DER HORST, D.J., VAN MARREWIJK, W.J.A. VAN DEN 

EIJNDE, M., VAN DOORN, J.M., BEENAKKER, A.M.T. (1992) Biosynthesis and 

secretion of insect lipoprotein. J. Lipid Res. , 33, 485-491. 

ZIEGLER, R., DAVIS, N.T., BRADFIELD, J.Y. (1991) Localization of the site of 

storage and of synthesis of the adipokinetic hormone in Manduca Sexta. Sericology , 

31-45. 

ZIEGLER, R., WILLINGHAM, L.A., SANDERS, S.J. (1995) Apolipophorin III and 

adipokinetic hormone in lipid metabolism of larval Manduca sexta. Insect Biochem. 

Mol. Biol. , 25, 101-108. 

WEERS, P.N.M., RYAN, R.O. (2003) Apolipophorin III: a lipid-triggered molecular 

switch. Insect  Biochem. Mol. Biol.  33, 1249-1260. 

WEIS-FOGH. Flight perfomance of desert locust (Schistocerca gregaria) (1956) Phil. 

Trans. Royal Soc. Biol. Sciences , 239, 459-510. 

WIRTZ, K.W.A. (1991) Phospholipid transfer proteins. Ann. Rev.  Inc.  60, 73-99. 

WOLFNER, M.F. (2002) The gifts that keep on giving: physiological functions and 

evolutionary dynamics of male seminal proteins in Drosophila. Heredity , 88, 85-93. 



 135 

WHO Expert Comitee. Disponível em http:www.who.ch/programmes/ctd. Acesso em: 

2006. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 136 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXOS 



 137 

7 ANEXOS 

7.1 ARTIGO I 

 

 

 

ARTIGO I 

 

“Flight-oogenesis syndrome in a blood-sucking bug: biochemical aspects of lipid 

metabolism” 

 

 

Giselle A. Oliveira, Daniela L. Baptista, Horacio Guimarães-Motta, Igor C. Almeida, 

Hatisaburo Masuda and Geórgia C. Atella. 

 

 

 

Archives of Insect Biochemistry and Physiology 62:164-175, 2006 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 138 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 139 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 140 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 141 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 142 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 143 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 144 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 145 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 146 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 147 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 148 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 149 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 150 

7.2 ARTIGO  II 

 

 

 

 

ARTIGO II 

 

 

“Lipophorin uptake by testes as a lipid source to male semen” 

 

Giselle A. Oliveira, Miranda C. Van Heusden and Georgia C. Atella 

 

 

 

Insect Biochemistry and Physiology (submetido) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 151 

LIPOPHORIN UPTAKE BY TESTES AS A LIPID SOURCE TO MALE SEMEN 

 

Giselle A. Oliveira, Miranda C. Van Heusden and Georgia C. Atella* 

 

 

Instituto de Bioquímica Médica, Centro de Ciências da Saúde, Universidade Federal do 

Rio de Janeiro, UFRJ, CEP 21941-590, Cidade Universitária, Ilha do Fundão, Rio de 

Janeiro, RJ, CEP 21941-590, Brasil. 

 

*Corresponding author: Dr Georgia C. Atella, Phone: + 55-21-2562-6785. Fax + 55-21-2270-

8647, E-mail: atella@bioqmed.ufrj.br  

 

This work was supported by grants from Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e 

Tecnológico (CNPq), Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro 

(FAPERJ), Programa de Apoio à Núcleos de Excelência (Pronex) and  Programa de Apoio ao 

Desenvolvimento Científico e Tecnológico (PADCT). 

 

Total number of figures: 6 

Tables: 1 

Abbreviated title: lipophorin uptake by testis  

 

 

 

 

 



 152 

Abstract 

Lipid transport through the aqueous circulatory system of animals is mediated by 

lipoproteins. In insects, lipophorin (Lp), the major hemolymphatic lipoprotein, is able to 

selectively deliver lipids to target tissues such as ovaries during oogenesis. In this work, we 

demonstrated for the first time the Lp uptake by insect testes using the hematophagous insect, 

Rhodnius prolixus, as the experimental model.  Lp labeled in the phospholipid moiety with 

32Pi (32P-Lp) was injected into adult males at different days after blood meal. The testes and 

fat body incorporated large amounts of lipids from 32P-Lp. On the second day, phospholipid 

uptake by testes reached its maximum value. Kinetics of 32P-Lp and 125I-Lp at 28oC 

demonstrated that the entire Lp particle was taken up by testes at a similar rate. Such a 

process was blocked at 4oC. Lp uptake by testes was also inhibited by an excess of unlabeled 

Lp, but not by bovine serum albumin. Western blotting of testes total homogenates revealed 

the presence of apolipophorin I (apoLp-I) and apolipophorin II (apoLp-II) inside the tissue. 

Using double fluorescently labeled Lp, we observed a co-localization of the imported Lp and 

its lipids in testes. Together these findings indicate a receptor-mediated Lp endocytic uptake 

by testis cells. Moreover, we detected the presence of radioactive lipids from 3H-Lp in the 

spermatozoa and seminal fluid fractions. Mating experiments showed the transfer of these 3H-

lipids to female spermatheca. The Lp uptake and the use of its lipids as substrates by testes, 

during physiological processes such as spermatogenesis, are discussed.  

 

Key words: lipophorin, insect, testes, spermatogenesis, lipid. 
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1. Introduction 

Lp is the major lipoprotein in the hemolymph of insects (Chino et al., 1981).  The 

main function of this lipoprotein is the transport of several classes of lipids among tissues 

involved in lipid absorption, storage, and utilization (Shapiro et al., 1988; Blacklock and Ryan 

1994; Van der Horst et al., 2002). Lp is composed of two apolipoproteins: apoLp-I (250,000 

daltons) and apoLp-II (80,000 daltons). A third apolipoprotein, called apoLp-III (18,000 

daltons), can be present in adults of the same species, depending on their physiological state 

(Kawooya et al., 1984; Weers and Ryan, 2003).  

The lipid transport by Lp is a key step of important insect physiological processes, 

such as flight activity. During flight, HDLp (high density Lp) can be loaded with 

diacylglycerol (DAG) in fat body cells and associated with apoLp-III molecules, resulting in a 

less dense and larger particle called LDLp (low density Lp).  LDLp is able to deliver DAG to 

flight muscles, without protein internalization, and be reloaded in fat body, thus acting as a 

reusable shuttle during flight activity (Van Heusden et al., 1987; Van der Horst et al., 2002).  

Oogenesis is another insect process in which Lp plays an important role. This process 

is characterized by a rapid accumulation of proteins and lipids by the developing oocytes, and 

the production of a great number of eggs in a relatively short period of time. Lp is able to 

transfer several classes of lipids, such as diacylglycerol, cholesterol, and phospholipids to 

growing oocytes (Kawooya and Law, 1988; Gondim et al., 1989; Jouni et al., 2003; Atella, et 

al., 2006). As a result, in some insect species, 30-40% of the dry mass of a mature egg 

consists of lipids (Kawooya and Law, 1988; Ziegler and Van Antwerpen, 2006).  However, 

the role of Lp in the lipid transport to testis during spermatogenesis is unknown in insects. 

In mammals, lipoproteins are involved in the selective transfer of cholesteryl ester to 

testis cells. This cholesteryl ester can be converted into testosterone by gonadotrophic 

hormone treated Leydig cells (Reaven et al., 2000), and can be involved in membrane renewal 
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by Sertoli cells and, putatively, by germ cells (Levallet et al., 1998; Fofana et al., 2000). The 

lipid transfer to testes is an essential step of spermatogenesis since spermatozoa are subjected 

to changes in the composition of their plasma membrane in order to modulate their motility 

and fecundity. The lipid composition of spermatozoon plasma membrane is an important 

aspect of the membrane fusion during acrossome reaction, and subsequently in the success of 

fertilization (Flesch and Gadella, 2000).  

In insects, lipids can play different roles in the male reproduction system. Stanley-

Samuelson et al. (1986) demonstrated that fatty acids can be incorporated by testis and 

converted into prostaglandins by the Australian field cricket, Teleogryllus commodus. In 

addition, free fatty acids can also be involved in the synthesis of mating plugs by males of 

Bombus terrestris L (Baer et al., 2001). Lipids also function as potential regulators of 

membrane-actin cytoskeleton interactions during cleavage of crane fly spermatocytes (Saul et 

al., 2004). Therefore, the lipid transport by lipoproteins to testis in insects can be postulated to 

supply the lipid demands of this organ. In the present article, we examine the capacity of 

testes of Rhodnius prolixus to uptake lipids from Lp and the role of Lp in spermatogenesis. 
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2. Materials and methods 

2.1 Insects 

Insects were taken from a colony of Rhodnius prolixus maintained at 28oC and 80% 

relative humidity. The experimental insects were normal adults fed on rabbit blood at 3-week 

intervals. 

 

2.2 32Pi Purification 

 Carrier-free 32Pi purchased from Comissão Nacional de Energia Nuclear (São Paulo) 

was purified by means of a Dowex 1x-10 column (de Meis and Masuda, 1974). 

2.3 Lp Purification  

The hemolymph, which contains about 40 µg of Lp per µL (Gondim et al., 1989), was 

collected in the presence of phenylthiourea (30-130 mg/mL), 5 mM EDTA, and a mixture of 

protease inhibitors prepared in 0.15 M NaCl, in a final concentration of 0.05 mg/mL soybean 

trypsin inhibitor, leupeptin, and antipain, and 1mM benzamidine. It was centrifuged at room 

temperature for 5 minutes at 13,000g. The supernatant was diluted to 7 mL with 0.15 M NaCl 

and 1.75g KBr was added. This material was centrifuged at 45,000 rpm in a Beckman Type 

70.1Ti rotor at 40C for 20 hours, and Lp was collected from the top of the KBr gradient 

(Gondim et al., 1989). The Lp samples were applied to Sephadex G-50 spin columns 

(Penesfsky, 1977). The degree of purification of Lp was monitored by SDS-PAGE (Laemmli, 

1970). Protein concentration of Lp was estimated according Lowry et al (1951) using BSA 

(bovine serum albumin) as a standard. 

 

 



 156 

 

  2.4 Preparation of isotopically Labeled Lp 

To prepare 32P-labeled Lp, adult females were fed on blood enriched with 32Pi 

(Gondim et al., 1989) using a special feeder (Garcia et al., 1975). 32P-Lp was purified from 

hemolymph on a KBr gradient ultracentrifugation as described above.   3H-labeled Lp was 

prepared as follows. 3H-palmitic acid (10µL, 10 µCi; specific activity: 1 mCi/mL, Perkin 

Elmer, USA) was injected with a Hamilton syringe into adult females on the third day after a 

blood meal. After 2 hours, the hemolymph was collected and Lp was purified as described 

above. Routinely, 3H-Lp was subjected to a lipid extraction and thin layer chromatography 

(TLC). The spot of each lipid was scrapped, and the radioactivity was estimated by 

scintillation counting. The main lipid labeled in 3H-Lp was diacylglycerol (data not shown). 

In order to prepare 125I-labeled Lp, purified Lp was iodinated with 125I-sodium iodide 

(Comissão Nacional de Energia Nuclear) in the proportion of 200µCi/mg of protein, using 

Iodo-gen (Sigma Chemical Co, St. Louis) (100µg/mg of protein) as per the manufacturer’s 

instructions. To remove the free iodine, the reaction mixture was passed through three 

Sephadex G-50 spin columns (Penefsky, 1977). 

 

2.5 Preparation of Fluorescently labeled Lp 

 Purified Lp was doubly-labeled with fluorescein, 5`-isothiocyanate (FITC), and Texas 

Red-conjugated phosphatidylethanolamine, N-Texas Red sulphonyl-1,2-dihexanoly-sn-

glycerol-3-phosphoethanolamine, triethylamonium salt (Texas Red-PE) (Molecular Probes, 

USA) as described by Martin-Nizard et al. (1987).  Alternatively, purified Lp was labeled 

with BODIPY labeled palmitic acid, 4,4-difluoro-5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-

indacene-3-hexadecanoic acid (BODIPY-FA), or with BODIPY labeled phosphatidylcholine, 

2-(4,4-difluoro-5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene- 3-pentanoyl)-1-hexadecanoyl-
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sn-glycero-3-phosphocholine (BODIPY-PC) (Molecular Probes, USA). Distribution of 

fluorescent lipids and Lps was observed using methods described in the literature (Atella and 

Shahabuddin, 2002). 

 

2.6. Phospholipid uptake by different organs and during the days after feeding 

 32P-Lp (40µg) was injected into adult males (n=10) at different days after blood 

feeding. On each day, testes were dissected and washed in physiological saline (Madrell, 

1969). The testes were homogenized in 0.15 M NaCl, and incorporated radioactivity was 

measured by scintillation counting. To verify the phospholipid uptake by different tissues, 

32P-Lp (40µg) was injected into adult males on the second day after meal (n=10). After 24 

hours, the organs were dissected, homogenized, and radioactivity was measured by 

scintillation counting. 

 

2.7. Lp and lipid uptake by testes  

 Lp (40µg) labeled in the phospholipid moiety with 32P, in the diacyglycerol moiety 

with 3H-palmitic acid, or in the apolipoprotein moiety with 125I was injected into adult males 

on the second day after feeding. At different times, testes were dissected, washed and 

homogenized (n=10). The hemolymph was also collected each time. The radioactivity was 

estimated by scintillation counting for 32P and 3H samples, or gamma counting for 125I 

samples. 

 

2.8. Lp binding to the testes 

 Non-radioactive testis (n=5) were dissected and incubated at different times on ice 

under three distinct experimental conditions: with purified 32P-Lp (0,5mg/mL); with 32P-Lp in 

the presence of non-radioactive Lp (70 mg/mL); or in the presence of bovine serum albumin 
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(70 mg/mL). After incubation, testes were washed in 1 mL of physiological saline (Maddrell, 

1969) for 30 minutes at 28oC and homogenized in NaCl 0.15 M. The radioactivity was 

determined using a scintillation counter. 

 

2.9. Lipid analysis 

 On the second day after meal, 3H-Lp (40µg) was injected into adult males (n=10). 

After 24 hours, the testes were dissected, washed, and homogenized in 0.15M NaCl.  Lipid 

extraction was performed according to Blight and Dyer (1959) for 2h in a stoppered tube in 5 

mL of methanol-chloroform-water solution (2:1:0.8, v/v), with intermittent agitation. After 

the centrifugation, the supernatant was collected and the pellet was subjected to a second lipid 

extraction (1h). To the pooled supernatants, 5 mL of water and 5mL of chloroform were 

added.  The mixture was shaken and, after centrifugation, the organic phase was removed and 

dried under nitrogen. Extracted lipids were analyzed by one-dimensional TLC for neutral 

lipids (Vogel et al., 1962). Each lipid spot was identified by comparison to lipid standards 

(Sigma) run in parallel. The plates were stained with iodine. The spots were scrapped, the 

lipids eluted, and the radioactivity associated with each spot was determined by scintillation 

counting. 

 

2.10 Fluorescent experiments 

 Fluorescent-labeled Lp (10µg) was injected into adult males (n=4) on the second day 

after feeding. After 24 hours, testes were dissected and washed. Fluorescent observations 

were made by epifluorescence microscopy (Carl Zeiss, Inc., Thornwood, NJ, USA) with 

phase-contrast component and monochromatic filters for FITC/BODIPY (excitation 

505nm/emission 515nm) or for Texas Red (excitation 582nm/emission 601nm).  

 



 159 

 

2.11 Spermatozoa separation 

3H-Lp was injected into adult males (n=10) on the second day after blood feeding. 

After 24 hours, testes were dissected and washed in physiological saline (Maddrell, 1969). 

The spermatozoa separation was performed according to Cerolini et al. (1997) with 

modifications. The tissues were gently homogenized in PBS 1% sucrose, and centrifuged at 

room temperature for 5 minutes at 1000 rpm. The supernatant was collected and the same 

volume of PBS 1% sucrose was added. The mixture was centrifuged at 4oC for 15 minutes at 

2500 rpm to separate spermatozoa (pellet) from seminal fluid (supernatant). The supernatant 

was collected, the pellet washed with PBS 1% sucrose and centrifuged under the same 

conditions. The pooled supernatants and pellet samples were subjected to a lipid extraction, 

and the lipids were analyzed by TLC as described above.  

 

2.12 SDS-PAGE and Western blotting 

 Lp (40µg) was injected into adults males on the second day after feeding. After 24 and 

48 hours, the testes were dissected and homogenized in a mixture of protease inhibitors as 

described above. Total proteins (30µg) from testes homogenates were separated by SDS-

PAGE. Polyacrylamide gels were run at 20mA and stained with amido black. Western 

blotting was performed as follows. Gels were transferred to a nitrocellulose membrane at 190 

mA for 90 min. Membranes were blocked with albumin, and then probed with a 1:10000 

dilution of a rabbit polyclonal anti-Lp antibody and developed using the ECL system.  

 

2.13 Mating experiments 

 On the second day after feeding, 3H-Lp was injected into virgin males (n=10).  These 

males were placed into single vials with non-radioactive virgin females for 4 days. After that, 
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the testes, seminal vesicles, and accessory glands from males and female spermathecas were 

dissected and washed in physiological saline (Maddrell, 1969). The radioactivity associated 

with each organ was determined by scintillation counting. A further analysis of lipid transfer 

during mating was performed using fluorescently labeled Lp with BODIPY-FA or BODIPY-

PC. Fluorescent-labeled Lp (10µg) was injected into adult males (n=4) on the second day 

after feeding. These males were placed into single vials with non-injected virgin females for 

24 hours. After that, the testes and female spermathecas were dissected and washed in 

physiological saline (Maddrell, 1969). Fluorescent observations were made by 

epifluorescence microscopy (Carl Zeiss, Inc., Thornwood, NJ, USA) as described previously. 
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3. Results 
 
 

The lipid uptake by different organs was studied by 32P-Lp injection into adult males. 

After 24 hours, the heart, midgut, fat body, and testes were isolated, and the radioactivity 

associated with each organ was then estimated (Fig.1A). As expected, the fat body was able to 

incorporate large amounts of lipids from Lp. Moreover, testis tissue was also capable of 

uptake a significant amount of lipids from Lp.  

 Since the blood meal regulates the metabolism of R. prolixus, the capacity of Lp to 

deliver lipids to testes during the days after blood meal was examined. The 32P-Lp was 

injected into adult males on several days after feeding. At the desired times, testes were 

dissected, and the radioactivity associated with each tissue was estimated (Fig. 1B). On the 

second day after feeding, the lipid uptake by testes reached its maximum value. The rate of 

lipid incorporation slightly declines during the 3rd and 4th days after blood meal. After that, we 

observed a still significant incorporation in the followings days until the 15th day. This data 

indicates a constant lipid supply by Lp to testes. 

 A further study of the lipid uptake by testes was performed. We examined the kinetics 

of incorporation at different times after 32P-Lp injection into adult males on the second day 

after feeding (Fig. 2). The lipid uptake was linear up to 30 hours and then diminished. 

Simultaneously, we observed a gradual decrease of radioactivity in the hemolymph.  

To analyze if Lp was also internalized by testis cells, we performed a kinetics study 

using 125I-labeled Lp at 28oC and 4oC (Fig. 3A). At 28oC, Lp uptake was linear up to 30 hours 

and then decreased, but at 4oC, no increase of Lp uptake was observed (Fig. 3A). This 

indicates that Lp internalization by testis is an energy-dependent active process. In addition, 

we traced the radioactivity in the hemolymph for 5 days after injection to verify whether the 

Lp apolipoproteins could be recycled back to hemolymph. No peak of radioactivity was 

observed in hemolymph during the analyzed time (Fig. 3A). Total testes homogenates 
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obtained from 24 and 48 hours after Lp injection were analyzed by immunoblotting to 

observe the presence of Lp. As shown in Figures 3B-C, apoLp-I and apoLp-II were detected. 

Together these findings demonstrate that testis cells internalize the entire Lp particle, both 

lipid and protein moiety, in an energy-dependent manner.  Furthermore, the apolipoproteins 

are kept in the cells and not returning to hemolymph. 

To examine if Lp-uptake by testes is a receptor-mediated process, we performed a 

competition assay using 125I-Lp and unlabeled Lp. Unlabeled BSA was used as a non specific 

protein competitor in control experiments. Figure 4 shows that, in the presence of unlabeled 

Lp, 125I-Lp uptake is inhibited in a time-dependent manner. Therefore, there is a clear 

competition between unlabeled Lp and 125I-Lp for binding sites in testes. No inhibition was 

observed using unlabeled BSA. The results suggest that Lp uptake is related to a receptor-

mediated process, and probably involves participation of a specific receptor for Lp.  

To obtain more spatial information about Lp-internalization by testes, we injected a 

double fluorescently labeled Lp (both lipid and protein moiety) into adult males on the second 

day after feeding. After 24 hours, testes were isolated and Lp localization was analyzed using 

microscopy (Fig. 5). We observed an accumulation of labeled lipids in bodies localized close 

to testicular junctions (Fig. 5A). Labeled Lp was also found in these bodies (Fig. 5B), which 

indicates a co-localization of the protein and lipid moieties of Lp inside of testis cells (Fig. 

5C). This is consistent with the fact the entire Lp particle is internalized by testes at a similar 

rate (Fig 2-3). 

To reveal the composition of incorporated lipids by testis cells, 3H-Lp, which contains 

large amounts of labeled diacylglycerol, was injected into adult males on the second day after 

feeding. After 24 hours, the testes were isolated and lipids were analyzed by TLC (Table 1). 

Phospholipids and triacylglycerol were the main labeled lipids found in testes total 
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homogenates. These results demonstrate that incorporated lipids from Lp can be converted 

into other classes of lipids by testis cells.   

Testes are responsible for spermatozoa production which requires a great supply of 

lipids (Dumser, 1980). In order to examine if lipids from Lp could be associated with 

spermatozoa or seminal fluid, 3H-Lp was injected into adult males. The testes were dissected, 

and spermatozoa and seminal fluid fractions were isolated and subjected to lipid extraction. 

Table I shows that lipids from labeled Lp were present in the isolated spermatozoa from 

testes, mainly as phospholipids (54%). On the other hand, triacyglycerol, diacyglycerol, and 

phospholipids were the main labeled lipids found in the seminal fluid fraction. 

In order to verify whether Lp lipids associated with spermatozoa and seminal fluid 

fractions are transferred to females during mating, 3H-Lp was injected into adult males. These 

males were paired with virgin females for 4 days. After that, the male reproductive organs and 

female spermathecas were dissected. Figure 6A shows the presence of radioactivity from 3H-

lipids in testes, but also in female spermatheca. We also injected fluorescently labeled Lp with 

BODIPY-FA (Fig 6B-C) or BODIPY-PC (Fig. 6D-E) into adult males.  Afterwards, the 

injected males were placed with virgin females into separated vials for 24 hours. After that, 

the spermatheca was isolated and the fluorescence observed by microscopy. In agreement 

with radioactive experiments, the fluorescent lipids were found in spermatheca, demonstrating 

lipid transfer from males to females during mating. 
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4. Discussion 

 
In mammals, lipoproteins have been proposed to selectively deliver lipids to testes to 

be converted to testosterone or to be used during germ cell membrane production (Levallet et 

al., 1998; Fofana et al., 2000; Reaven et al., 2000). Here, for the first time, we have observed 

the Lp uptake by insect testes using our experimental model, the kissing-bug Rhodnius 

prolixus. We also examined which lipids are incorporated by testes and their utilization in 

spermatozoa production and posterior transfer to females during mating. 

A high accumulation of lipid from Lp was noted in testes when radioactively labeled 

Lp in the lipid moiety was injected into R. prolixus adult males (Fig. 1A). It is strong evidence 

of the great demand for lipid in this organ to sustain male reproductive functions.  

Figure 1B shows that, on the second day after blood meal, the lipid incorporation by 

testes reached its maximum value. This result is in agreement with the fact that large amounts 

of nutrients are available on the earlier days of the digestion process, so Lp can be loaded with 

lipids in the midgut and deliver them to target tissues (Coelho et al., 1997; Rodenburg and van 

der Horst et al., 2005; Atella et al., 2006). Nevertheless, we also verified a significant 

incorporation of radioactivity until the 15th day after feeding. This demonstrates a constant 

demand for lipid which is required by a continuous process, such as spermatogenesis 

(Dumser, 1980; Oliveira et al., unpublished data).  

The kinetics of lipid and Lp uptake by testes is linear up to 30 hours, as shown in 

Figure 2 and 3A.  The rate of Lp uptake by testis cells is slower compared with R. prolixus 

ovary, fat body, and flight muscles (Gondim et al., 1989; Atella at al., 2000; Oliveira et al., 

2006). Most likely, oogenesis, lipid storage, and flight activity are metabolic processes that 

more readily require energy sources than spermatogenesis.  

The presence of apoLp-I and apoLp-II in testes total homogenates (Fig 3B) and the 

visualization of Lp inside of the organ (Fig. 5) demonstrate that the entire Lp particle is 
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internalized by testis cells.  After that, no apolipophorins are recycled back to hemolymph 

(Fig. 3A). Together these findings support the concept that Lp does not act as a reusable 

shuttle during lipid transport to R. prolixus testes. A similar lipid transport pathway was 

described for Anopheles gambiae, whereas Lp was taken up by developing oocytes (Atella et 

al., 2006). 

We observed no Lp entry into testes at 4oC (Fig. 3A), whereas cell surface binding still 

occurs (Fig. 4). In addition, we also demonstrated that unlabeled Lp competes strongly with 

radioactively labeled Lp for binding sites in testis cells.  The same was not verified using a 

nonspecific protein competitor (Fig. 4), indicating a possible participation of a specific Lp 

receptor in Lp uptake by testes.  

Receptor-mediated lipoprotein endocytosis has been proposed, both in mammals and 

insects models (Rodenburg and van der Horst, 2005; Brown et al., 1997). In mammals, LDL 

particles are internalized upon binding to LDL receptor (LDLR), released in initial endosomes 

which mature to lysosomes where total LDL degradation occurs (Brown and Goldstein, 1986; 

Stoorvogel et al., 1991, Hussain et al., 1999).  Recently, genes for Lp receptors have been 

cloned and sequenced from Locusta migratoria fat body (Dantuma et al., 1999), Galleria 

mellonella (Lee et al., 2003), and Aedes aegypti ovaries (Cheon et al., 2001; Seo et al., 2003) 

and were identified as members of LDLR receptor family. Van Hoof et al. (2003) 

demonstrated that a novel member of this receptor family, LpR, is able to mediate Lp 

endocytosis in fat body cells of L. migratoria. Moreover, LpR or a variant thereof was also 

detected in testis cells from young adult locusts, and can be related to Lp endocytosis in this 

organ (Oliveira et al., unpublished). 

In the present work we have provided direct evidence of endocytic uptake of Lp by 

testes in R. prolixus. Clearly the entire Lp particle is taken up by testis and accumulated on 

lipid bodies inside the organ. Based on these results, and together with the temperature 
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dependence of the process and competition experiments, we can postulate an endocytic uptake 

of Lp in testes. However, the identification of an Lp receptor in R. prolixus testes remains to 

be elucidated. 

Table 1 shows the fate of Lp lipids by testes. Testis cells are able to internalize Lp and 

use its lipids as substrates for spermatogenesis since we detected the presence of radioactive 

lipids from 3H-Lp in the spermatozoa fraction, principally as phospholipids. Furthermore, we 

also observed radioactive lipids from 3H-Lp in the seminal fluid fraction.  

The spermatozoa plasma membrane formation and modulation are dynamic processes 

which take place in male and female reproductive tracts, respectively, and are related to the 

maturation and capacitation of sperm cells (Dumser, 1980; Flesch and Gadella, 2000). 

Mammalian lipoproteins can play an important role in these processes since they are able to 

transfer lipids to supply the lipid demands of testes (Reaven et al., 2000). Our results suggest 

that Lp can play a similar role during R. prolixus spermatogenesis, providing lipids to be used 

as either energy sources or spermatozoon plasma membrane compounds by testis cells. 

Furthermore, lipids from Lp are present in seminal fluid, and probably can be used as an 

additional energy resource when spermatozoa cross to the female tract.  They may also have 

sites of action within and outside the female reproductive system causing different responses, 

such as the hormonal stimulation described for seminal peptides and proteins of Drosophila 

accessory glands (for review see Chapman and Davies, 2004).  

Figure 6 shows that, during mating, labeled lipids from Lp can be transferred from 

males to female spermatheca, which is responsible for the retention of sperm after copulation 

(Khalifa, 1950a). These results are in agreement with the idea that Lp is taken up by testes, 

and their lipids are used to synthesize spermatozoa which is transferred to female spermatheca 

during mating. Therefore, the lipid transport mediated by Lp to testes may be an important 

step in maintaining the reproductive fitness of this insect. We are currently addressing the 
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effect of flight activity on Lp incorporation by testes and the possible implications on lipid 

transfer during mating and posterior fertilization. 
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Figure 1 
 
Oliveira et al, 2007. 
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Figure 2  
 
Oliveira et al, 2007. 
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Figure 3  
 
Oliveira et al, 2007. 
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Oliveira et al, 2007. 
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Figure 5 
 
Oliveira et al, 2007. 
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Figure 6 
 
Oliveira et al, 2007. 
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8. Figure captions 
 
 
Fig.1. (A) Uptake of radiolabeled lipids by different organs. 32P-Lp was injected into adult 

males on second day after meal. After 24 hours, the organs were dissected, homogenized and 

radioactivity measured by scintillation counting. Results are the average of three different 

experiments. (B) Lipid uptake by testes at different days after feeding. 32P-Lp was injected 

into adult males during days after blood meal. On each day, testes were dissected, washed, 

and homogenized. The incorporated radioactivity was measured by scintillation counting. 

Data represents the mean ± SEM of three independent experiments. 

 

Fig.2. Kinetics of lipid uptake by testes at 28oC. On the second day after feeding, 32P-Lp was 

injected into adult males. After different times, testes were dissected (•) and hemolymph 

collected (○). The associated radioactivity was estimated by scintillation counting. A parallel 

experiment was conducted at 4oC to determine the basal levels of Lp binding to the tissue 

(▲).The vertical bars represent S.E. for 3 determinations.  

 

Fig.3. Incorporation of Lp by testes. (A) Kinetics of Lp uptake by testes at 28oC. At different 

times after injection of 125I-Lp into males, testes were dissected (•) and hemolymph collected 

(○). The associated radioactivity was estimated by scintillation counting. A parallel 

experiment was conducted at 4oC to determine the basal levels of Lp binding to the tissue 

(▲).The vertical bars represent S.E. for three determinations. (B) SDS-PAGE and (C) 

Western blotting detection of Lp in testes. Twenty-four and forty-eight hours after injection of 

Lp into males, the testes were dissected and homogenized in a mixture of protease inhibitors 

described under Materials ad Methods. Total proteins from testes homogenates were 

separated by SDS-PAGE. The gel was blot-transferred to a nitrocellulose membrane and 
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reacted with an anti-Lp polyclonal antibody. Panel A and B: lane 1: molecular weight 

standard; lane 2 and 3: 24 and 48 hours after Lp injection. 

 

Fig.4. Lp binding at testes tissue at 4oC. Non-radioactive testes were incubated with 32P-Lp 

without any competitor (■), in the presence of unlabelled Lp (▲), or BSA (•).  After 

incubation, testes were washed in physiological saline for 30 minutes at 28oC and 

homogenized as described under Materials and Methods. The radioactivity of each organ was 

determined using a scintillation counter. The vertical bars represents S.E. for three 

independent experiments. 

 

Fig.5. Localization of FITC labeled -Lp and phosphatidylethanolamine in testes. Double 

fluorescently labeled-Lp was injected into adult males on the second day after blood meal. 

After 24 hours, testes were dissected and fluorescence analyzed by epifluorescence 

microscopy. More experimental details are described under Materials and Methods. Scale bar, 

100 µm. (A) Localization of Texas Red-PE in R. prolixus testis. (B) Localization of FITC 

labeled-Lp in testis. (C) Merged image of A and B shows similar localization of FITC 

labeled-Lp and Texas Red-PE. (D) Phase-constrast image of the testis shown in A and B. 

 

 

 

Fig.6. (A) Transfer of 3H-lipids during mating. 3H-Lp was injected into males on the second 

day after blood meal.  The injected males were paired with females for 4 days. After that, the 

organs were dissected and the radioactivity determined as described under Materials and 

Methods. The vertical bars represent S.E. for 3 determinations. AG: accessory glands; SP: 

spermatheca; SV: seminal vesicles; TES: testes. (B-E) Localization of fluorescently labeled 
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fatty acid (B) and phosphatidylcholine (D) in female spermatheca. Fluorescent-labeled Lp 

with BODIPY-FA or BODIPY-PC was injected into adult males. These males were placed 

into single vials with non-injected females for 24 hours. After that, the testes and spermatheca 

were dissected and the fluorescence analyzed by epifluorescence microscopy. More 

experimental details were described under Materials and Methods. Tracheae are indicated 

with t (B,C). Black and white arrows indicate spermatheca internal channels. Scale bar, 50 

µm. (B) Localization of BODIPY-FA in R. prolixus spermatheca. (C) Phase-constrast image 

of B. (D) Localization of BODIPY-PC in spermatheca. (E) Phase-constrast image of the testis 

shown in D.  
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9. Tables 
 
 
Table 1 

Incorporation of lipids from Lp into spermatozoa fraction by Rhodnius prolixus testes. 

3H-Lp was injected into adult males (n=10) on the second day after blood meal. After 

24 hours, the testes were dissected, gently homogenized, and the spermatozoa and seminal 

fluid fractions separated as described under Materials and Methods. The radioactivity 

associated with each fraction was determined using scintillation counting and described as 

percentage. The S.E. values were calculated from three individual experiments (indicated 

under parentheses). CHOEs: esterified cholesterol; DAG: diacylglycerol; FFA: free fatty 

acids; ND: non-determined; PL: phospholipids; TAG: triacylglycerol. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

LIPID INCORPORATION PERCENTAGE OF 
ASSOCIATED 

RADIOACTIVITY (%) 

PERCENTAGE OF 
EACH LIPID CLASS 

(%) 
 

PL 29 ± 1.5 
DAG 19 ± 1 
FFA 11 ± 1 
TAG 20 ± 0.4 

CHOEs 9.5 ± 0.5 

Testes-total homogenate 100 (20% ± 2.0 from initial 
injected 3H-Lp) 

ND 11.5 ± 1.5 
PL 54 ± 9.1 

DAG 8,4 ± 1.6 
FFA 18.6 ± 3.2 
TAG 14.6 ± 2.7 

Spermatozoa fraction 18.8 ± 3.5 

CHOEs 4.4 ± 0.9 
PL 28.8 ± 5.4 

DAG 20 ± 3.9 
FFA 15.4 ± 3.1 
TAG 22.2 ± 4.4 

Seminal fluid fraction 6.5 ± 1.3 

CHOEs 13.6 ± 2.6 
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