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RESUMO 

As leishmanioses são um complexo de doenças causadas por espécies de 

protozoários parasitos do gênero Leishmania, sendo transmitidos aos seus hospedeiros 

vertebrados por insetos denominados flebotomíneos. Leishmania infantum, o agente 

etiológico da leishmaniose visceral, é transmitida aos hospedeiros vertebrados no novo 

mundo através da picada de fêmeas de Lutzomyia longipalpis (Diptera, Psychodidae). O 

Aedes aegypti, espécie pertencente à ordem Diptera, família Culicidae, é uma espécie 

cosmopolita e apresenta hábito extremamente adaptado aos ambientes urbano e 

doméstico, sendo o vetor urbano de arboviroses como Dengue, Chikungunya, Zika e febre 

amarela. Para um melhor entendimento da fisiologia digestiva de insetos vetores, 

alimentações artificiais contendo fármacos que possam manipular sua fisiologia digestiva 

são corriqueiramente utilizadas. Uma vez que o sangue é retirado do hospedeiro 

vertebrado e administrado via alimentador artificial, a adição de anticoagulantes se faz 

necessária. O presente estudo tenta desvendar a possível interferência que anticoagulantes 

possam ter na atividade de proteases e glicosidases intestinais de dois vetores de suma 

importância na transmissão de parasitoses e arboviroses a seres humanos: L. longipalpis 

e A. aegypti. A atividade intestinal das enzimas α-glicosidase, aminopeptidase, tripsina, 

e N-acetyl-β-D-hexosaminidase foram avaliadas na presença dos anticoagulantes 

heparina nas concentrações de 2U e 150U, citrato de sódio, e EDTA. Observamos que a 

utilização de heparina na concentração de 2U/mL resultou em uma atividade de α-

glicosidase com perfil de atividade enzimática mais uniforme, sugerindo este ser o 

anticoagulante de escolha para o seu estudo em L. longipalpis. O EDTA parece ser a 

melhor escolha para o estudo da atividade de α-glicosidase intestinal de A. aegypti, uma 

vez que o perfil enzimático observado para este coagulante se assemelha ao perfil 

observado para insetos alimentados em hospedeiro humano, assim como o citrato de 

sódio e heparina (2U/mL) são os anticoagulantes de escolha para o estudo da atividade 

de hexosaminidase intestinal de L. longipalpis. Em relação a atividade de hexosaminidase 

intestinal de A. aegypti, a escolha de um anticoagulante parece não ter influencia na 

atividade enzimática. A heparina (2U/mL) é o anticoagulante de escolha para o estudo da 

atividade de aminopeptidase intestinal de L. longipalpis e A. aegypti. A escolha do 

anticoagulante causou um grande impacto na atividade tripsinolítica intestinal de L. 

longipalpis, sendo que heparina (nas concentrações de 2U/mL e 150U/mL) é o 

anticoagulante de escolha para estudo desta atividade nesta espécie de flebotomíneo. 

Vimos também que citrato de sódio e EDTA são os anticoagulantes de escolha para o 

estudo da atividade tripsinolítica intestinal de A. aegypti. Concluimos que a escolha 

correta de um anticoagulante é fundamental para o estudo da atividade de proteases 

intestinais de insetos nematóceros hematófagos. O estudo da influência de 

anticoagulantes em experimentos de atividade enzimática intestinal de insetos 

hematófagos torna-se importante para que conclusões experimentais não sejam 

mascaradas pela influência direta da ação de um anticoagulante na fisiologia intestinal. 

PALAVRAS-CHAVE: Aedes aegypti, Lutzomyia longipalpis, Anticoagulantes, 

enzimas digestivas, alimentação artificial.  
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ABSTRACT 

Leishmaniasis is a complex of diseases caused by protozoan parasites of the genus 

Leishmania, being transmitted to their vertebrate hosts by minute insects called sand flies. 

Leishmania infantum, the etiologic agent of visceral leishmaniasis in the Americas, is 

transmitted to vertebrate hosts in the New World through the bites of Lutzomyia 

longipalpis (Diptera, Psychodidae) females. Aedes aegypti, a mosquito species belonging 

to the order Diptera, family Culicidae, is a cosmopolitan species that is extremely adapted 

to urban and domestic environments, being the urban vector of arboviruses such as 

Dengue, Chikungunya, Zika and yellow fever. For a better understanding of the digestive 

physiology of insect vectors, artificial feeds containing drugs that can manipulate their 

digestive physiology are commonly used. Once blood is withdrawn from the vertebrate 

host and administered via an artificial feed, the addition of anticoagulants is crucial. The 

present study tries to understand the possible interference that anticoagulants may have 

on intestinal protease and glycosidase activities of two vectors of high importance in the 

transmission of protozoans and arboviruses to humans: L. longipalpis and A. aegypti. The 

intestinal activity of α-glucosidase, aminopeptidase, trypsin, and N-acetyl-β-D-

hexosaminidase enzymes were evaluated in the presence of heparin at concentrations of 

2U and 150U/mL, sodium citrate, and EDTA. We observed that the use of 2U/mL heparin 

in an artificial blood feed to L. longipalpis resulted in an a more uniform α-glycosidase 

activity profile activity, suggesting that heparin is the anticoagulant of choice to study α-

glycosidase activity in L. longipalpis. EDTA seems to be the best anticoagulant choice to 

study A. aegypti intestinal α-glycosidase activity as the enzymatic profile observed for 

this coagulant resembles the profile observed for insects fed on a human host. Sodium 

citrate and heparin (2U / mL) are the anticoagulants of choice for the study of intestinal 

hexosaminidase activity of L. longipalpis. Regarding intestinal hexosaminidase activity 

of female A. aegypti, the choice of an anticoagulant seems to have no influence on the 

enzymatic activity. Heparin (2U / mL) is the anticoagulant of choice for the study of 

intestinal aminopeptidase activity of L. longipalpis and A. aegypti. The choice of 

anticoagulant had a great impact on the L. longipalpis intestinal trypsinolytic activity, 

with heparin (at the concentrations of 2U/mL and 150U/mL) being the anticoagulant of 

choice for the study of trypsin activity in this phlebotomine species. We have also seen 

that sodium citrate and EDTA are the anticoagulants of choice for the study of A. aegypti 

intestinal trypsinolytic activity. We conclude that the correct choice of an anticoagulant 

during artificial feeds is crucial for the study of intestinal protease activity in 

haematophagous insects. The wrong choice of an anticoagulant could mask the results 

and have a direct influence on the intestinal physiology of these insects or in experiments 

investigating vector-pathogen interaction within the gut of haematophagous arthropods. 

KEY WORDS: Aedes aegypti, Lutzomyia longipalpis, Anticoagulants, digestive 

enzymes, artificial feed. 
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1.INRODUÇÃO 

 

1.1 O vetor Lutzomyia longipalpis  

 

No Brasil, a transmissão de Leishmania infantum, principal agente etiológico da 

leishmaniose visceral (LV) se dá pela picada de fêmeas de insetos dípteros pertencentes 

à família Psychodidae, tendo como principal vetor Lutzomyia (L.) longipalpis. Mais 

recentemente, Lutzomyia cruzi foi também incriminada como vetor no Estado de Mato 

Grosso do Sul (Gallati et al., 1997).  

Os flebotomíneos são insetos holometábolos, com seu ciclo de vida envolvendo uma fase 

de ovo, quatro estágios larvários, seguindo de pupa e o estágio final de adulto alado 

(Monteiro, 2012), (Figura 1). A postura de ovos é realizada em micro-habitats terrestres, 

ricos em matéria orgânica (Alexander, 2000), possuem forma elipsoide, de cor negra, 

medindo de 300 a 500 micrometros de comprimento por 70 a 150 micrometros de largura 

(Ferro et al., 1998; Brazil & Brazil, 2003). Cada fêmea adulta de flebotomíneos é capaz 

de realizar uma postura de dois a 80 ovos, com média em 28 ovos por fêmea (Morales et 

al., 2005), e levam em média oito dias e meio para eclodirem (Ferro et al., 1998). 

As larvas são cobertas de cerdas, esbranquiçadas e de aspecto vermiforme. As formas 

imaturas têm habitat terrestre, desenvolvendo-se em locais ricos em matéria orgânica em 

decomposição, especialmente de natureza vegetal (Aguiar & Medeiros, 2003). Seu corpo 

é dividido em cabeça, três seguimentos torácicos e nove seguimentos abdominais. A 

cabeça é recoberta de espinhos, possui um par de antenas e as peças bucais são do tipo 

mastigador. O tórax, apesar de menos desenvolvido, é recoberto por cerdas, o que pode 

ser utilizado para identificação da espécie. Os dois últimos segmentos do abdômen são 

diferenciados dos demais, possuindo falsas patas abdominais que se dedicam à 

locomoção. É também no último segmento, que existem estruturas responsáveis pela 

fixação da larva no momento da muda (Leite & Williams, 1997). São de pequenas e 

ativas, dificultando o seu encontro, ainda que no ambiente haja grande quantidade de 

adultos (Brazil; Brazil, 2003). A pupa possui tonalidade branco-amarelado, é dividida em 

cefalotórax e abdômen, fica aderida a um substrato endurecido até o momento da eclosão 

após uma média de 15 dias (Ferro et al., 1998), quando sua coloração assume um tom 

mais escuro (Brazil & Brazil, 2003). 

Os adultos são amarelados (cor de palha), pequenos, com cerca de 2,5 mm de 

comprimento. As pernas são longas e delgadas, possuem voo saltitante e de curto alcance. 

As asa são hialinas e densamente revestidas de cerdas longas. Quando o animal está em 

repouso, elas se mantém eretas, em posição de “asa delta”. Durante o dia, o inseto abriga-

se em locais onde possa proteger-se das mudanças bruscas que ocorrem no meio 

ambiente, que o afeta devido a sua superfície corporal, que apresenta um revestimento 

quitinoso delgado (Aguiar et al., 1987). A umidade é o fator determinante à manutenção 

destes insetos em abrigos, como troncos de árvores, tocas de tatu, folhas caídas no solo, 
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grutas, fendas nas rochas, anexos de animais domésticos e até paredes externas e internas 

de domicílio, que possuem as condições adequadas (Aguiar & Medeiros, 2003).  

 

Figura 1 :Ciclo Holometábolo de insetos da família Psychodidae, subfamília 

Phlebotominae. A) Ovos; B) Larva; C) Pupa; D) Adulto emergindo; E) Adulto. 

 

Os adultos diferem dos demais dípteros da família Psychodidae, por possuírem 

corpo mais delgado e pernas mais longas e delgadas. Os adultos de uma mesma espécie, 

apresentam dimorfismo sexual e diferem-se também pelo hábito alimentar. Tanto as 

fêmeas como os machos se alimentam de fontes de açúcar para produzir energia e manter 

a homeostasia (Azevedo et al., 2011), no entanto as fêmeas também necessitam de sangue 

na alimentação, para possibilitar a maturação de seus ovos (Monteiro, 2012). 

Morfologicamente, as principais diferenças entre sexo estão nos últimos segmentos 

abdominais, que são modificados para constituir a genitália, e nas probóscides, em que a 

fêmea à possui longa e adaptada para picar e sugar (Brazil & Brazil, 2003).  

Com relação à dispersão, de acordo com Chianots et al., 1974, o alcance de 

flebotomíneos é pequeno, limitando-se a 200 metros ou menos. A densidade populacional 

sofre grande interferência pela variação das estações do ano (Oliveira et al., 2003; 

Andrade, 2010). Em áreas tropicais, a densidade populacional de flebotomíneos aumenta 

durante ou após períodos chuvosos, pois é a alta umidade resultante das primeiras chuvas 

que proporciona a eclosão das pupas e maior atividade destes insetos fora de seus abrigos 

(Almeida et al., 2010). Usualmente se registra uma redução populacional durante longos 
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períodos secos (Tesh, 1988), resultando um complexo dependente de fatores bióticos, 

físicos e ambiental (Lewis, 1974). De acordo com Killick-kendrick (1990a, 1990b, os 

flebotomíneos são os vetores de parasitos do gênero Leishmania no mundo, embora 

algumas espécies de Leishmania pertencentes ao subgênero Mundinia sejam transmitidas 

a hospedeiros invertebrados por dípteros ceratopogonídeos (Dougall et al., 2011; Seblova 

et al., 2015; Cotton, 2017). 

 

1.1.2 Epidemiologia de Leishmaniose Visceral  

Existem duas formas clínicas principais das leishmanioses: a leishmaniose 

tegumentar (LT), que é subdividida em: forma cutânea, muco-cutânea, cutâneodifusa e 

disseminada, e a leishmaniose visceral (LV). A LV, também chamada de calazar, é a de 

maior relevância, pois apresenta alta morbidade e alta letalidade, especialmente entre 

crianças e pessoas imunocomprometidas. (Desjeus, 2004). Estima-se que ocorram, 

anualmente, de 700 mil a 1 milhão de novos casos de leishmanioses, e de 20 mil a 30 mil 

novos óbitos (OMS, 2017). No entanto, o número de casos relatados é bem menor, devido 

ao fato dessas doenças serem extremamente subnotificadas (Alvar et al., 2012; Maia-

Elkhoury et al., 2007).  

Mais de 90% dos casos de LV estão concentrados em seis países: Bangladesh, 

Brasil, Etiópia, Índia, Sudão e Sudão do Sul (Mondal, 2012; Abubakar et al., 2014; OMS, 

2014), (Figura 2). As leishmanioses são causadas por diversas espécies de Leishmania 

(Killick-kendrick, 1990). Na América do Sul, a LV é uma zoonose causada pela espécie 

Leishmania infantum e que tem o cão como seu principal reservatório no ambiente 

urbano. A LV é responsável por elevada morbidade e mortalidade caso não seja 

diagnosticada e tratada precocemente; é considerada a segunda maior causa de mortes por 

doenças parasitárias no mundo, atrás apenas da malária (Alvar et al., 2013).  
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Figura 2 – Situação da Leishmaniose Visceral no mundo. Cores mais escuras 

correspondem a um maior número de casos novos da doença naquele país. Fonte: 

OMS, 2016. 

 

Apesar dos esforços no controle de vetores e reservatórios, a doença encontra-se 

em rápida expansão, por isso representa uma ameaça para a população e preocupa as 

autoridades sanitárias. Embora tenham sido investidos recursos e estabelecidas rotinas 

para o tratamento específico da leishmaniose visceral, estas medidas não têm sido 

suficientes, uma vez que o país vem registrando um aumento na incidência e na letalidade 

em diversas regiões (Leite e Araújo, 2013). 

 

1.2 O Vetor Aedes aegypti  

O A. aegypti é um inseto díptero, pertencente à Família Culicidae. Os adultos são 

alados, possuem pernas e antenas longas, sendo as fêmeas hematófagas (Consoli et al., 

1998). O mosquito se desenvolve através de metamorfose completa, e o ciclo biológico 

compreende as seguintes fases: ovo, larva (L1, L2, L3, e L4), pupa e adulto e que 

apresenta hábito extremamente adaptado aos ambientes urbano e doméstico, sendo 

considerado um mosquito diurno (Natal 2002). Os criadouros preferenciais são aqueles 

que acumulam água limpa, pobres em matéria orgânica, sombreados, com fundos e 

paredes escuras A fêmea adulta de A. aegypti seleciona o local de oviposição influenciada 

pela luz, pela cor do recipiente, pela temperatura, pelo grau de salinidade e por outras 

características favoráveis (Vianna, 2001).  
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Figura 3: Ciclo Holometábolo do Aedes aegypti. Fonte: Instituto Oswaldo Cruz (2010). 

 

Ambos, fêmeas e machos, possuem o tempo médio de vida de 45 dias e nutrem-

se de carboidratos encontrados em seiva de flores e frutas, porém apenas a fêmea é 

hematófaga, sendo nutrientes do sangue armazenados como reservas nutricionais 

(Naksathit et al., 1999), usados em outros processos metabólicos (Zhou et al., 2004), ou 

usados para a produção de ovos (Ziegler e Ibrahim, 2001). O sangue animal é rico em 

proteínas e sua digestão é principalmente facilitada por proteases, proteínas, 

particularmente tripsinas (Barillas-Mury et al., 1995; Noriega et al., 1994; Noriega et al., 

2001). Uma alta porcentagem de aminoácidos derivados de sangue é enviada para o corpo 

gorduroso onde são usados para produzir as proteínas precursoras de vitelogenina que 

desempenham um papel crítico na vitelogênese (Attardo et al., 2005; Raikhel et al., 2002). 

Componentes sanguíneos não digeridos e compostos potencialmente prejudiciais que 

contêm amônia ou ferro são metabolizados, desintoxicados e, em seguida, excretados 

(Graca Souza et al., 2006). 

 

1.2.1 Importância epidemiológica de A. aegypti 

A alimentação de sangue pelo Aedes aegypti é essencial para a sua reprodução, 

mas também permite que o mosquito atue como vetor para patógenos humanos 

importantes, sendo esse inseto o principal vetor urbano de Febre Amarela, sendo também 

o vetor primário de arbovírus que causam a Dengue, Chikungunya e Zika (Gloria-Soria 

et al. 2016). O intestino médio durante a digestão do sangue é um importante local de 
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interação entre o mosquito e os vírus que o mesmo transmite, uma vez que este órgão é o 

primeiro ponto de contato entre os vírus e o inseto vetor.  

A dengue é uma doença infecciosa, febril e aguda, causada por um arbovírus do 

gênero Flavivirus, família Flaviridae chamado de vírus dengue (DENV) (Brasil, 2010). 

A importância da dengue para a saúde pública é amplamente conhecida, dada a sua grande 

magnitude epidemiológica e amplitude demográfica, que levam a grandes epidemias em 

regiões tropicais e subtropicais do mundo (Barbosa; Lourenço, 2010). A febre alta 

acompanhada de dores de cabeça, dores por todo o corpo, seja nos músculos ou nas 

articulações, fraqueza, além da possível perda de peso, náuseas, vômitos ocasionais, 

erupção e coceira na pele, são os principais sintomas (Guerdan 2010). DENV-1, 2, 3, e 4 

são os 4 sorotipos mais conhecidos do vírus causador da dengue. Entretanto, 

recentemente, um novo sorotipo foi identificado, o DENV-5 (MUSTAFA et al., 2014). A 

cepa, o sorotipo do vírus infectante, o estado imunológico, idade e antecedentes genéticos 

e humorais do hospedeiro humano e a ocorrência de infecções secundárias por outros 

sorotipos são fatores que influenciam diretamente na ocorrência da forma grave da doença 

(Simmons et al., 2012). 

A chikungunya é uma doença febril aguda ocasionada por um arbovírus do gênero 

Alphavirus da família Togaviridae. Indivíduos infectados pelo vírus apresentam sintomas 

clássicos, como febre alta, erupção cutânea e poliartralgia. (Powers; Logue, 2007; Staples 

et al., 2009). Após o aparecimento da febre, grande parte dos doentes desenvolve dores 

intensas e debilitantes nas articulações, geralmente simétricas e atingindo mais 

comumente dedos, punhos, cotovelos, joelhos e tornozelos, que podem durar de semanas 

a meses. Outros sintomas comumente relatados incluem cefaleia, fotofobia, náuseas, 

vômitos, fraqueza e mialgias. 

O vírus Zika (ZIKV) é um arbovírus do gênero Flavivirus, família Flaviridae. Os 

sintomas são semelhantes aos da dengue, mas geralmente menos graves. As 

manifestações clínicas incluem o exantema macopapular no rosto, tronco e membros. 

Infectados também podem desenvolver dor de cabeça, mal-estar, febre transitória e dores 

no corpo. Outras manifestações incluem anorexia, diarreia, constipação, dor abdominal, 

tonturas, prurido, conjuntivite e artralgia (Hayes, 2009). A infecção por ZIKV tem sido 

associada a desordens com acometimentos neurológicos em pessoas infectadas e a casos 

de microcefalia em bebês cujas mães foram acometidas pelo vírus durante a gestação, em 

especial no primeiro trimestre (OPAS/OMS, 2016). 

O A. aegypti está distribuído pelos cinco continentes (Kraemer et al. 2015) e no 

Brasil está presente nos vinte e sete estados da Federação, distribuído em 

aproximadamente 4.523 municípios (Zara et al. 2016). Por ser uma espécie de mosquito 

cosmopolita, antropofílica e susceptível aos vírus supracitados, esta espécie de mosquito 

constitui-se em um dos mais importantes insetos vetores de arboviroses urbanas no 

mundo. 
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Figura 4: Faixa de susceptibilidade dos países do mundo à ocorrência para os mosquitos 

Aedes aegypti e Aedes albopictus: a susceptibilidade varia de 0 (branco) a 100% (marrom 

escuro). Adaptado de Leta, S (2018). 

 

1.3 Hematofagia, enzimas digestivas e fatores determinantes para a digestão do 

sangue  

 A hematofagia surgiu independentemente por várias vezes ao longo da evolução 

dos artrópodes (Ribeiro, 1995). A adaptação a este novo modo de alimentação constituiu 

em um processo complexo, envolvendo modificações significativa nestes artrópodes, 

como por exemplo alterações nas peças bucais para melhor acesso a vasos sanguíneos na 

pele dos hospedeiros vertebrados (Peres-Silva et al., 2012), glândulas salivares 

expressando moléculas que atuam contra a hemostasia do hospedeiro (vasoconstrição, 

coagulação, agregação plaquetária e reações inflamatórias locais)(Ribeiro, 1987; 1995) e 

modificações no intestino médio para neutralizar lesões causadas pelas reações 

imunológicas em decorrência de moléculas presentes no sangue, bem como modificações 

para otimizar a digestão e absorção de nutrientes (Khattab et al., 2015; Ribeiro, 1996; 

Stark & James, 1996). Ao adquirir este modo de alimentação, artrópodes também 

passaram a entrar em contato com agentes patógenos, funcionando como vetores dos 

mesmos a hospedeiros vertebrados (Peres-Silva et al., 2012). 

 O sangue é um alimento rico em nutrientes, constituído por proteínas, em sua 

maioria por células vermelhas (80%), além de albumina e imunoglobulinas (Wicher & 

Fries, 2006). A digestão do sangue resulta na liberação de peptídeos, aminoácidos e 
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grande quantidade de heme, que é o grupamento não protéico da molécula de 

hemoglobina presente nas hemácias (Peres-Silva et al., 2012). A digestão do sangue e 

absorção de nutrientes ocorre em diferentes compartimentos de acordo com grupos 

diferentes de insetos hematófagos. Alguns insetos armazenam o sangue em um 

compartimento do intestino antes de transportá-lo para ser digerido em um outro 

compartimento deste órgão. Na mosca tsé-tsé e triatomíneos, o sangue é armazenado no 

intestino médio, sendo digerido no intestino posterior. Já em outros grupos como pulgas, 

piolhos, mosquitos e flebotomíneos, o sangue é armazenado e digerido no intestino médio 

destes insetos (Lehane, 1991)(Figura 5). 

 

Figura 5: Compartimentalização do tubo digestivo de insetos hematófagos. O trato 

digestivo de insetos hematófagos podem ser dividido em dois tipos: tubo contínuo (A e 

C) ou tubo com a presença de divertículos (B e D). Insetos hematófagos também podem 

ser divididos em categorias de acordo com a metodologia de absorção e digestão do 

repasto sanguíneo. Os insetos de digestão em lote (“batch processors”) começam a 

digestão à partir da entrada do sangue sobre o bolo alimentar (A e B) e os de digestão 

contínua, com partes de intestino estocando o sangue e transmitindo partes do mesmo 

para uma outra região onde acontece a digestão e absorção (C e D). Adaptado de Lehane, 

1991. 
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O sangue ingerido é envolto por uma matriz acelular que é secretada pelas células 

do intestino e que separa o bolo alimentar da camada unicelular deste órgão (Billingsley 

& Lehane, 1996). A mesma é constituída por mucopolissacarídeos, principalmente 

quitina, e tem como função a proteção das células intestinais da proliferação bacteriana 

que ocorre no bolo alimentar, bem como proteger os enterócitos da abrasividade da 

digestão (Lehane, 1991). Este tipo de membrana peritrófica do tipo 1 está ausente em 

insetos não alimentados de sangue e é produzida pelo intestino depois da ingestão do 

mesmo, sendo observada em insetos como flebotomíneos, mosquitos, ceratopogonídeos 

e tabanídeos. O outro tipo de matriz peritrófica (tipo 2) é constantemente produzida 

continuamente pelo proventrículo e formam um cilindro cobrindo o intestino de insetos 

alimentados e não alimentados, estando presente em grupos de insetos como dipteros da 

família Muscidae, Hippoboscidae e mosca tsé-sté. A matriz peritrófica é uma malha semi-

permeável que permite o trânsito de enzimas digestivas e peptídeos (Billingsley & 

Lehane, 1996). 

Como o sangue de vertebrados é constituído principalmente de proteínas, 

proteases são importantes na digestão sanguínea. A maioria dos insetos hematófagos 

utilizam-se de serino endopeptidases para a digestão inicial no espaço endoperitrófico 

(dentro da matriz peritrófica). A parte intermediária da digestão é realizada por enzimas 

do tipo carboxipeptidases e aminopeptidases que se encontram ancoradas na superfície 

dos enterócitos, ocorrendo então no espaço ectoperitrófico (Peres-Silva et al., 2012). Em 

mosquitos e flebotomíneos, a digestão primária das proteínas é feita por isoformas de 

tripsina que são produzidas em diferentes tempos durante a alimentação. As tripsinas são 

serino proteases que clivam cadeias proteicas no lado carboxílico dos aminoácidos 

básicos, tais como arginina ou lisina. Atividade digestiva semelhante à tripsina foi 

relatada na maioria das espécies de insetos examinadas (Applebaum, 1985). As exceções 

importantes são espécies de Hemiptera e espécies pertencentes à série Cucujiformia de 

Coleoptera. Em flebotomíneos, 4 tripsinas foram descritas, sendo que uma isoforma 

chamada de Lltryp2 é expressa de forma constitutiva, enquanto que a expressão de 

Lltryp1 é induzida pelo repasto sanguíneo, atingindo pico de expressão a 12 horas após o 

repasto sanguíneo, retornando aos níveis de expressão iguais aos de insetos não 

alimentados a 72 horas após o repasto (Telleria et al., 2007). Sabe-se que a atividade 

proteolítica desencadeada pela digestão do sangue causa um impacto no desenvolvimento 

de Leishmania no tubo digestivo de seu inseto vetor. Ocorre uma redução do número de 

promastigotas de Leishmania no tubo digestivo de flebotomíneos que não são seus vetores 

naturais durante o início do processo de digestão (Lawyer et al. 1990, Schlein & Jacobson 

1998). Além disso, a Leishmania é capaz de modular o nível de proteases no intestino 

médio após um repasto sanguíneo infeccioso e que a diminuição da atividade tripsinolítica 

é realmente benéfica para o desenvolvimento de formas promastigotas no intestino dos 

insetos vetores (Sant’anna et al. 2009, Telleria et al. 2010, Santos et al., 2014). Sant’Anna 

et al. 2009 em seus estudos mostrou que em L. longipalpis, a população de promastigotas 

de Leishmania tendeu a aumentar quando a atividade de tripsina 1 de L. longipalpis foi 

reduzida por RNAi. Mais recentemente, a infecção de L. longipalpis por L. infantum 

reduziu a atividade tripsinolítica no intestino desses flebótomos em comparação com 
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insetos não infectados (Santos et al. 2014). A redução da produção de proteases no 

intestino de flebotomíneos provavelmente favorece o estabelecimento de espécies de 

Leishmania no intestino do inseto vetor uma vez que as formas de transição amastigota-

promastigota são especialmente sensíveis às proteases digestivas (Pimenta et al. 1997). 

Entretanto, este fato foi recentemente contestado por Pruzinova e colaboradores (2018) 

onde os autores afirmam que a fase de desenvolvimento de Leishmania mais sensível às 

enzimas digestivas são as formas promastigotas. Além disso, os autores provaram que 

proteinases não atuam diretamente sobre Leishmania e que a geração de stress oxidativo 

devido à digestão da hemoglobina via libração de heme seria a causa de mortalidade do 

parasito. De fato, o contato com substâncias que geram stress oxidativo é deletério para 

Leishmania (Diaz-Albiter et al., 2012). 

Desta forma, a atividade proteolítica no intestino de flebotomíneos, além de ser 

responsável pela digestão, é uma das barreiras que reduz a competência de Leishmania 

em se desenvolver no compartimento intestinal. Assim sendo, habilidade de escapar da 

atividade proteolítica no intestino do inseto vetor poderia ser um fator determinante para 

o sucesso ou não da progressão da infecção.  

Em mosquitos, as tripsinas são responsáveis a maior parte da atividade 

endoproteolítica (Yang e Davies, 1971; Briegel e Lea, 1975). A ingestão de sangue pelo 

mosquito Aedes aegypti resulta em um aumento nas atividades de proteinase, até 24 h 

após a alimentação (Fisk, 1950; Fisk e Shambaugh, 1952). A principal proteinase é a 

tripsina (Gooding, 1966), mas as atividades de quimotripsina (Gooding, 1969) e 

aminopeptidase (Graf e Briegel, 1982) também estão presentes no intestino médio. Em 

A. aegypti, a tripsina inativa é liberada de pequenas vesículas secretoras dentro das células 

epiteliais do intestino médio para o lúmen do intestino médio posterior, onde a enzima é 

ativada (Graf et al., 1986). A ingestão de sangue induz duas fases de síntese de tripsina 

no intestino médio de fêmeas de Aedes aegypti. A primeira fase, que engloba as primeiras 

4-6 horas após uma refeição de sangue, é caracterizada pela presença de pequenas 

quantidades de tripsina minoritária (Noriega et al., 1996). A segunda fase, que ocorre 

entre 8 e 36 horas após o fornecimento de sangue, é caracterizada pela presença de 

grandes quantidades de tripsina (Graf et al., 1988). A atividade enzimática de tripsina 

minoritária desempenha um papel único e crítico na regulação da síntese tardia de 

tripsina, funcionando como um "sensor", realizando proteólise limitada das proteínas 

ingeridas e, de alguma forma, os produtos desta proteólise limitada induzem a síntese da 

tripsina tardia, que é a protease responsável pela maioria da clivagem endoproteolítica 

das proteínas do repasto (Barillas-Mury et al. 1995). O RNA mensageiro da tripsina 

minoritária está presente no intestino médio de fêmeas não alimentadas mas sua tradução 

ocorre somente após a ingestão do sangue, ainda rapidamente nas primeiras 8 horas após 

o repasto (Noriega et al., 1996). Duas tripsinas são responsáveis pela atividade majoritária 

de tripsina de A. aegypti: uma delas denominada de “late trypsin” (Barillas-Mury et al., 

1991) e a outra de 5G1 (Kalhok et al., 1993). Sua síntese tem pico a 24 horas após a 

ingestão de sangue, com regulação ao nível transcricional.  
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Além de tripsinas, mosquitos apresentam outras atividades de endopeptidades no 

intestino. Em A. aegypti, o mRNA da quimotripsina é produzido após a emergência mas 

sua síntese protéica é induzida pelo repasto sanguíneo, mantendo-se alta durante a 

digestão e caindo a níveis basais após o fim deste processo (Jiang et al., 1997).  

Entre as exopeptidases, o gene da carboxipeptidase A de A. aegypti apresenta pico 

de expressão entre 16 e 24 horas após o repasto sanguíneo (Edwards et al., 2000). As 

exopeptidases aminopeptidase, carboxipeptidase A e carboxipeptidase B possuem perfis 

de expressão semelhante de expressão ao da tripsina induzida pelo repasto, com picos de 

atividade entre 20 e 24 horas após a alimentação (Noriega et al., 2002).  

As aminopeptidases hidrolisam os aminoácidos isolados do terminal N da cadeia 

peptídica e são classificados com base na sua dependência dos ions metálicos e da 

especificidade do substrato. As aminopeptidases digestivas mais conhecidas são aquelas 

encontradas em intestinos de mamíferos associadas às membranas microvilares ou ao 

citosol (leucina aminopeptidase, aminopeptidase B e tripeptídeo aminopeptidase) dos 

enterócitos, sendo que aminopeptidases de insetos são encontradas no intestino (Terra, 

W. R., & Ferreira, C. 1994). A aminopeptidase em A. aegypti é detectável em vários 

níveis de atividade durante todas as fases do ciclo vital, e no intestino médio adulto, é 

estimulada pela presença de sangue, sendo igualmente associada com o epitélio do 

intestino médio e o espaço ectoperitrófico (Graf R, Briegel H, 1982). Outros estudos 

demonstraram a distribuição espacial das enzimas através do intestino médio do mosquito 

e sugeriram que a membrana peritrófica pode servir como um filtro molecular para as 

proteínas do sangue, como separação de eventos hidrolíticos no lúmen e como uma 

camada importante na separação de enzimas e inibidores (Borovsky 1986, Van Handel & 

Romoser, 1987).  

Além da alimentação sanguínea, necessária para maturação dos ovos, os insetos 

hematófagos das famílias Culicidade e da família Psychodidae, subfamília 

Phlebotominae, alimentam-se de soluções açucaradas provenientes de plantas (néctar de 

flores, frutos) ou de soluções açucaradas de afídeos no caso dos flebotomíneos (Chaniotis, 

1974). Portanto, o intestino destes insetos expressam enzimas para digestão de açúcares.  

As glicosidases são geralmente nomeadas com base no monossacarídeo que dá seu grupo 

redutor à ligação glicosídica e na configuração (α ou β) dessa ligação. Esta classificação 

implica que uma enzima pode clivar vários substratos e que um substrato pode ser clivada 

por diferentes enzimas. As α-glucosidases são enzimas intestinais em insetos envolvidas 

na quebra de carboidratos complexos como amido e glicogênio em seus monômeros. As 

mesmas catalisam a clivagem terminal de resíduos α-1-4 de glicose a partir de aril (ou 

alquil) glicosídeos, dissacarídeos ou oligossacarídeos (Terra, 2005). Glicosidases têm um 

papel significativo na fisiologia das flebotomíneas e no estabelecimento de interações 

com espécies de Leishmania, principalmente α-glicosidases. A presença de glicosidases 

digestivas em flebotomíneos foi previamente descrita em Phlebotomus papatasi e 

Lutzomyia youngi (Samie et al. 1990; Anés et al. 1994) e no intestino médio de 

Phlebotomus langeroni (Dillon e El Kordy 1997). Gontijo e colaboradores (1998) 
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descreveram a atividade de α-glicosidase no intestino de L. longipalpis, mostrando que 

esta enzima possui sua atividade ligada à membrana do intestino deste inseto, mostrando 

pico de atividade em torno de pH=6. A atividade da α-glicosidase é elevada no intestino 

médio posterior após a alimentação em resposta à refeição sanguínea, enquanto a 

atividade no intestino anterior é consistente com um papel de processamento de néctar 

para essa região do intestino médio (Billingsley, P. F., & Hecker, H. 1991). 

A função da N-acetil-β-d-hexosaminidase provavelmente é o de finalizar a 

digestão da quitina, atuando sobre os oligossacarídeos gerados por essa quitinas. 

Alternativamente, esta enzima pode estar envolvida na digestão de glicoproteínas 

(Moraes et al., 2012). A enzima é encontrada no glicocálix de células do intestino médio 

e no espaço ectoperitrófico de larvas de Rhynchasciara americana (Diptera, Sciaridae) 

(Terra e Ferreira, 1983). O papel fisiológico da enzima é provavelmente a hidrólise de 

compostos ligados a N-acetil-glicosamina, como a difusão de glicoproteínas a partir do 

espaço endoperitrófico. Esta enzima tem um pH óptimo de 6,2. Larvas de Erinnyis ella 

(Lepidoptera, Sphingidae) e Spadaptera frugiperda (Lepidoptera, Noctuidae) possuem 

enzimas semelhantes (Terra e Ferreira, 1994). A atividade de N-acetil-b-D-

hexosaminidase foi observada por Gontijo e colaboradores (2012) no intestino médio de 

larvas de L. longipalpis, possivelmente fazendo parte de um sistema quitinolítico no 

intestino destes insetos.  

 

1.4 Alimentação artificial e os anticoagulantes  

 

A alimentação artificial é uma das alternativas para infecções experimentais em 

insetos. Para alimentação por membrana, amastigotas ou promastigotas são misturados 

com sangue e oferecidos aos flebotomíneos usando-se de um alimentador artificial. Este 

método permite padronizar a concentração de parasitas no repasto sanguíneo infeccioso. 

Se configurado corretamente, este método produz taxas de infecção constantes e muito 

altas (mais de 90%). O mesmo também permite manipular o número de parasitos 

ingeridos que podem ser úteis para estudos de suscetibilidade em vetores. (Dostalova et 

al., 2012). Dos vários tipos de membranas disponíveis, os melhores resultados para 

flebotomíneos foram obtidos utilizando pele de pintos com até 7 dias de idade (Modi, 

1997; Volf & Volfova, 2011). Membranas de Parafilm não são recomendadas para 

qualquer espécie de flebotomíneo, apesar de funcionar bem para mosquitos. As penas são 

removidas da pele sobrepondo a região do peito e a pele é cuidadosamente dissecada 

longe do corpo. É lavada com etanol a 70% salina estéril e armazenada a -20 ° C. Pouco 

antes do uso, a membrana é descongelada, lavada em solução salina estéril e colocada 

sobre a abertura do alimentador com a superfície externa voltada para fora. Experimentos 

de infecção recentes de flebotomíneos utilizam-se do aparelho Hemotek® inventado para 

manutenção de colônias de mosquitos em laboratório (Sant’Anna et al., 2009; 2012; 

2014). 
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Figura 6: Aparelho Hemotek utilizado em alimentações artificiais de insetos 

hematófagos, especialmente mosquitos e flebotomíneos. 

 

Estudos laboratoriais de biologia e/ou interação mosquito-patógeno emprega em 

grande parte sistemas artificiais de fornecimento de sangue para alimentar mosquitos, 

onde o uso de animais é restrito (Ferdowsian HR, BeckN., 2011). A crescente 

conscientização sobre o bem-estar animal e o rigor na regulamentação que rege o uso 

científico de animais para pesquisa, juntamente com a inconveniência de usar animais 

vivos como hospedeiros de sangue, levaram ao ímpeto para o desenvolvimento de um 

sistema de alimentação de sangue de membrana, artificial, barato e fácil de usar (Deng et 

al., 2012). A alimentação sanguínea artificial precisa de sangue, especialmente de 

humanos, o hospedeiro de muitos mosquitos. O sangue precisa de anticoagulante para 

impedir a coagulação, para que os mosquitos possam se alimentar adequadamente. O 

anticoagulante de uso pode causar alteração no funcionamento de enzimas intestinais, 

provocando alterações fisiológicas significativas, além de poder afetar o ciclo reprodutivo 

dos insetos e a quantidade de sangue ingerido (Lusiyana, N. et al, 2015).  
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2. JUSTIFICATIVA  

A Organização Mundial de Saúde aponta que uma das causas do insucesso no 

combate a doenças parasitárias da pobreza (que tendem a ser negligenciadas pelas 

agências de fomento devido ao seu baixo impacto acadêmico) seria o desconhecimento 

da biologia de artrópodes vetores, que limita o desenvolvimento de novas estratégias de 

combate. Assim, uma maior compreensão dos diversos mecanismos que permitem a estes 

artrópodes atingir grande sucesso na obtenção de sangue, sucesso reprodutivo e elevada 

competência vetorial poderá revelar novos alvos para o desenvolvimento de estratégias 

de controle. 

Para um melhor entendimento da fisiologia digestiva de insetos vetores, 

alimentações artificiais contendo fármacos diversos que possam manipular sua fisiologia 

digestiva seria uma boa alternativa. Uma vez que o sangue é retirado do hospedeiro 

vertebrado e administrado via alimentador artificial, a adição de anticoagulantes se faz 

necessária. Entretanto, até a presente data nenhum pesquisador se atentou para o fato de 

que anticoagulantes diferentes possam influir, por exemplo, no resultado final de estudos 

de atividade enzimática no intestino de artrópodes vetores. O presente estudo tenta 

desvendar a possível interferência que anticoagulantes possam ter na atividade de 

proteases e glicosidases intestinais de dois vetores de suma importância na transmissão 

de parasitoses e arboviroses a seres humanos: L. longipalpis e A. aegypti. 
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3.OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral  

• Desvendar o impacto de anticoagulantes diferentes na atividade de proteases e 

glicosidases intestinais de L. longipalpis e A aegypti. 

 

 3.2 Objetivos específicos  

Investigar a ação dos anticoagulantes Citrato de Sódio, Heparina e EDTA na atividade 

enzimática de tripsina, aminopeptidase, hesoxaminidase e α-glicosidase de L. longipalpis 

utilizados durante alimentações artificiais. 

• Investigar a ação dos anticoagulantes Citrato de Sódio, Heparina e EDTA na 

atividade enzimática de tripsina, aminopeptidase, hesoxaminidase e α-glicosidase 

de A. aegypti utilizados durante alimentações artificiais. 
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4. METODOLOGIA  

4.1 Origem e manutenção dos insetos utilizados  

4.1.1 Origem e criação dos mosquitos Aedes aegypti  

Os mosquitos utilizados nos experimentos foram da espécie Aedes aegypti 

pertencentes à linhagem Rockfeller. Os insetos adultos foram acondicionados em 

colônias fechadas em insetário no Laboratório de Fisiologia de Insetos Hematófagos – 

LFIH mantidos em gaiolas cilíndricas 30 cm X 90 cm com tela na parte superior, 

temperatura de 27 ± 1 °C, fotoperíodo de 12:12 h (L:E), umidade relativa de 75% e acesso 

contínuo à algodão embebido em solução de sacarose 10%. Hamsters previamente 

anestesiados com 0,2 mL de Thiopental® (50 mg/mL) e com o abdômen tricotomizado 

foram colocados sobre a tela das gaiolas para que as fêmeas realizassem o repasto 

sanguíneo durante 1 hora. Os ovos foram obtidos 2 dias após o repasto através do uso de 

papel filtro embebido em água desclorada dentro de potes de plásticos escuros. Após 

retirada dos papéis contendo os ovos, estes foram guardados em recipiente de plástico até 

colocá-los para eclodir em cubas de plástico contendo água desclorada e sendo fornecida 

ração de peixe ad labtium até a fase de pulpa. As pulpas foram então retiradas e colocadas 

nas gaiolas cilíndricas para a eclosão dos adultos. 

 

4.1.2 Origem e criação dos Flebotomíneos 

Foram utilizados flebotomíneos da espécie L. longipalpis advindos da área urbana 

de Teresina-Pi e mantidos em colônia fechada já estabelecida no Laboratório de 

Fisiologia de Insetos Hematófagos, do Departamento de Parasitologia, ICB-UFMG, 

desde 2008. Esta colônia é mantida em um insetário climatizado, sob condições semi-

controladas de temperatura (25±1ºC) e umidade (maior que 80%) dentro de gaiolas de 

criação. A alimentação dos insetos foi realizada diariamente com solução de sacarose a 

30% em algodão hidrófilo e mantidos em fotoperíodo, sendo 12 horas de luz e 12 horas 

de escuridão. As fêmeas foram alimentadas semanalmente em hamsters (Mesocricetus 

auratus) previamente anestesiados com Xilazina e Ketamina (50mg/mL), de acordo com 

as exigências determinadas pelo comitê de ética animal do ICB-UFMG. Esta colônia foi 

estabelecida a partir de espécimes coletadas na cidade de Teresina-PI, área endêmica para 

leishmaniose visceral. 

 

4.2 Atividade das enzimas α-glicosidase, hexosaminidase, aminopeptidase e tripsina 

após a utilização dos anticoagulantes heparina, citrato de sódio, e EDTA 
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4.2.1 Preparação da amostra 

Os flebotomíneos utilizados foram fêmeas de L. longipalpis com idade entre 3 e 

5 dias e os mosquitos foram fêmeas de A. aegypti com idade de 4 a 6 dias, sendo que para 

ambos insetos a alimentação com sacarose 30% para flebotomíneos e de sacarose 10% 

para os mosquitos foram retiradas no dia anterior ao repasto sanguíneo.  

Após o repasto sanguíneo, os insetos bem alimentados foram selecionados, e 

permaneceram de repouso, se alimentando de sacarose. Os intestinos foram dissecados 

24h, 48h, 72h após o repasto em salina 0,9% e em seguida transferidos individualmente 

para tubos Eppendorf de 1.5ml contendo 500µl de salina 0,9% e 5µl de Triton X100 

(concentração final de 1%). A amostra foi sonicada, centrifugada e o sobrenadante foi 

utilizado. 

 

4.2.2 Atividade intestinal de α-glicosidase 

Foram dissecados intestinos individuais de L. longipalpis e A. aegypti 24, 48 e 72 

horas após o repasto sanguíneo e transferidos para tubos Eppendorf contendo 50 

microlitros de salina. Este volume foi ajustado para 500µL de salina a 0,9% com 5µL de 

Triton X100 1%. As amostras foram maceradas com pistilo de polietileno, brevemente 

sonicadas e centrifugadas a 4oC por 10 minutos. 

À 50µL de amostra (equivalente a 0.1 intestino) foram adicionados 50 μL 

substrato p-Np-α-D-glucopiranosídeo na concentração de 10 mM dissolvido em água, 

20μL de tampão 0.1M (MES / NaOH, pH 6), 20μL H20. Os brancos foram preparados 

substituindo as amostras por solução salina 0,9%. As incubações foram realizadas durante 

1 h a 30°C e as reações foram interrompidas pela adição de 200 μL de tampão 0,375 M 

de glicina, pH 10,5. Duzentos microlitros de cada tubo foram transferidos para uma placa 

de ELISA e a absorção foi medida utilizando-se um leitor de ELISA a 400 nm. Neste 

ensaio tipo endpoint, utilizamos os intestinos de fêmeas de L. longipalpis e A aegypti 

alimentadas com sangue contendo citrato de sódio 0.109M diluído 1:10 em sangue 

humano, EDTA 5% e heparina nas concentrações de 150U/mL e 2U/mL de sangue. 

 

4.2.3 Atividade intestinal de Aminopeptidase  

Foram dissecados intestinos individuais de L. longipalpis e A. aegypti 24, 48 e 72 

horas após o repasto sanguíneo e transferidos para tubos Eppendorf contendo 50 

microlitros de salina. Este volume foi ajustado para 500µL de salina a 0,9% com 5µL de 

Triton X100. As amostras foram maceradas com pistilo de polietileno, brevemente 

sonicadas e centrifugadas a 4oC por 10 minutos. 

Para a preparação do ensaio, 100μL tampão Tris / HCl 100mM pH8, 30μL de água 

e 20μL de 10mM L-leucina P-NA (substrato da reação previamente dissolvido em 
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DMSO), foram incubados a 30ºC por 5 minutos em um leitor de ELISA. Para o começo 

da reação, 50μL da amostra (equivalente a 0.1 intestino) foram adicionados, e realizou-

se um ensaio cinético feito a 415 nm com leituras realizadas a cada 30 segundos durante 

30 minutos. Neste ensaio, utilizamos os intestinos de fêmeas de L. longipalpis e A aegypti 

alimentadas com sangue contendo citrato de sódio 0.109M diluído 1:10 em sangue 

humano, EDTA 5% e heparina nas concentrações de 150U/mL e 2U/mL de sangue. 

 

4.2.4 Atividade intestinal de Tripsina 

Foram dissecados intestinos individuais de L. longipalpis e A. aegypti 24, 48 e 72 

horas após o repasto sanguíneo e transferidos para tubos Eppendorf contendo 50 

microlitros de salina. Este volume foi ajustado para 500µL de salina a 0,9% com 5µL de 

Triton X100. As amostras foram maceradas com pistilo de polietileno, brevemente 

sonicadas e centrifugadas a 4oC por 10 minutos. 

À 50μL da amostra (equivalente a 0.1 intestino) foram adicionados 100µl de 

Tampão TRIS-HCL 0,1M (pH8), 40µl de salina 0,9% e 10mM do substrato BApNA 

diluído em DMSO. Imediatamente após a adição do substrato sintético foi feita a leitura 

enzimática no leitor de microplacas Versamax em modo cinético à 401nm de 30 em 30 

segundos, durante 30 minutos, com agitação prévia de 5 segundos entre cada leitura. 

Neste ensaio tipo cinético, utilizamos os intestinos de fêmeas de L. longipalpis e A aegypti 

alimentadas com sangue contendo citrato de sódio 0.109M diluído 1:10 em sangue 

humano, EDTA 5% e heparina nas concentrações de 150U/mL e 2U/mL de sangue. 

 

4.2.5 Atividade intestinal de N-acetyl-β-D-hexosaminidase 

 

Foram dissecados intestinos individuais de L. longipalpis e A. aegypti 24, 48 e 72 

horas após o repasto sanguíneo e transferidos para tubos Eppendorf contendo 50 

microlitros de salina. Este volume foi ajustado para 500µL de salina a 0,9% com 5µL de 

Triton X100. As amostras foram maceradas com pistilo de polietileno, brevemente 

sonicadas e centrifugadas a 4oC por 10 minutos. 

À 50μL da amostra (correspondendo a 0,1 de intestino) misturou-se 50ul de p-N-

fenil-N-acetyl-β-D-hexosamina [4mM], 20µl de tampão MES e 20µl de água destilada. 

Os reagentes foram incubados a 30°C por 10 minutos. 

Para dar início a reação dos tubos teste e controle, foi adicionado ao substrato 50µl 

da amostra seguido de incubação 30°C por 1 hora. Duzentos microlitros de tampão 0,375 

M de glicina, pH 10,5 foram adicionados para interromper a reação. No tubo branco, o 

tampão glicina foi adicionado à solução antes da amostra. 
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Duzentos microlitros de cada tubo foram utilizados para a leitura do tipo endpoint da 

atividade enzimática em um leitor de microplacas Versamax a 400nm. 

 

4.2.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Para os testes estatísticos foi utilizado o GraphPad Prism. Foi feito o teste de normalidade 

pra saber se os dados eram paramétricos ou não. Se paramétricos, era feito o teste 

ANOVA seguido de teste de Tukey. Quando não paramétrica, foi feito Kruskal-Wallis 

seguido de pós teste de Dunn. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 ATIVIDADE DE α-glicosidase no intestino de L. longipalpis utilizando-se os 

ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sódio, e EDTA 

Estes resultados tiveram como objetivo observar se a escolha de anticoagulantes 

diferentes influencia na atividade enzimática intestinal de α-glicosidase no intestino do 

flebotomíneo L. longipalpis. Nestes experimentos, utilizamos como referência o 

experimento realizado em hospedeiro humano onde os flebotomíneos se alimentaram 

diretamente de um voluntário humano, portanto sem a presença de nenhum 

anticoagulante.  

Os experimentos mostraram que os anticoagulantes citrato de sódio, EDTA e 

heparina na concentração de 150 U/mL não alteraram o perfil enzimático em comparação 

com o observado para insetos que se alimentaram diretamente no hospedeiro vertebrado, 

mostrando uma ligeira queda de atividade enzimática ao longo dos dias analisados, sem 

apresentar diferença estatística. Entretanto, a utilização do anticoagulante heparina na 

concentração de 2U/mL resultou em uma atividade de α-glicosidase estatisticamente mais 

baixa a 72 horas em comparação com a atividade desta enzima registrada a 24 e 48 horas 

após o repasto sanguíneo (Figura 7). 
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Figura 7: Atividade de α-glicosidase em L. longipalpis utilizando-se os anticoagulantes heparina, citrato de sódio, e EDTA. A) Grupo controle 

(alimentação em hospedeiro humano); B) Grupo alimentado com Citrato de sódio; C) Grupo alimentado com com EDTA; D) Grupo alimentado 

com heparina 2U/ml; E) grupo alimentado com heparina 150U/ml. Asteriscos significam diferença estatística entre os grupos (p≤0.05) Kruskal-

wallis seguido de pós-teste de Dunn. 
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5.2 ATIVIDADE DE hexosaminidase em L. longipalpis utilizando-se os  

ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sódio, e EDTA 

A atividade observada para a enzima hexosaminidase mostrou um perfil diferente 

daquele observado para a enzima α-glicosidase, quando observamos o grupo controle 

(insetos alimentando-se diretamente no hospedeiro humano). Neste caso, observamos um 

pico estatisticamente significativo de atividade enzimática a 48 horas após o repasto 

sanguíneo em insetos alimentados em voluntário humano. Este perfil também foi 

observado para insetos alimentados com sangue humano suplementado com os 

anticoagulantes citrato de sódio e heparina na concentração de 2U/mL, observando-se 

também nestes grupos uma maior dispersão dos pontos experimentais. Os resultados 

obtidos para os anticoagulantes EDTA e heparina na concentração de 150U/mL 

mostraram resultados semelhantes aos descritos anteriormente, porém sem diferença 

estatística entre os grupos experimentais (figura 8). 
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Figura 8: Atividade de hexosaminidase em L. longipalpis utilizando-se os anticoagulantes citrato de sódio, EDTA e heparina. A) Grupo 

controle; B) Grupo alimentado com Citrato de sódio; C) Grupo alimentado com com EDTA; D) Grupo alimentado com heparina 2U/ml; E) grupo 

alimentado com heparina 150U/ml. Asteriscos significam diferença estatística entre os grupos (p≤0.05) Kruskal-wallis seguido de pós-teste de 

Dunn. 
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5.3 ATIVIDADE DE aminopeptidase em L. longipalpis FRENTE AOS 

ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sódio, e EDTA 

 

Em nossas análises nós investigamos também se a escolha do anticoagulante 

influencia a atividade intestinal de proteases em L. longipalpis. Em nossos experimentos, 

a atividade da aminopeptidase apresentou um maior valor 24 horas após o repasto 

sanguíneo, apresentando queda progressiva e com diferença estatisticamente significante 

na atividade enzimática a 48 e 72 horas após o repasto sanguíneo quando insetos se 

alimentaram em hospedeiro humano (figura 9A). Este perfil de atividade enzimática 

também foi observado quando os insetos foram alimentados com sangue humano 

suplementado com heparina na concentração de 2U/mL (figura 9D). Para os 

anticoagulantes citrato de sódio e heparina na concentração de 150 U/mL, observamos 

que não houve diferença estatística na atividade de aminopeptidase no intestino entre os 

insetos coletados a 24 horas e 48 horas após o repasto, diferentemente do que observamos 

para os insetos controle alimentados em hospedeiro humano (figura 9B e E). O 

anticoagulante EDTA foi aquele que, quando utilizado, apresentou o maior desvio em 

comparação com o grupo controle, apresentando um pico de atividade enzimática a 48 

horas após o repasto, diferentemente dos demais grupos que apresentaram pico de 

atividade enzimática a 24horas pós repasto (Figura 9C). 
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FIGURA 9: Atividade de aminopeptidase em L. longipalpis utilizando-se os  anticoagulantes heparina, citrato de sódio, e EDTA. A) Grupo 

controle; B) Grupo alimentado com Citrato; C) Grupo alimentado com com EDTA; D) Grupo alimentado com heparina 2U/ml; E) grupo alimentado 

com heparina 150U/ml. Asteriscos significam diferença estatística entre os grupos (p≤0.05) ANOVA seguido de teste Tukey. 
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5.4 ATIVIDADE DE tripsina em L. longipalpis utilizando-se os 

ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sódio, e EDTA 

 Neste conjunto de experimentos, observamos uma significativa influência da 

escolha do anticoagulante na atividade tripsinolítica no intestino de L. longipalpis. Ao 

observarmos o grupo controle, verificamos que a atividade tripsinolítica observada está 

de acordo com o observado por Santos e colaboradores (2014), onde observamos um pico 

de atividade tripsinolítica 48 horas após o repasto sanguíneo em hospedeiro vertebrado, 

com diferenças estatisticamente significativas entre os tempos analisados (figura 10A). 

Este perfil foi também observado quando utilizamos o anticoagulante heparina em ambas 

concentrações testadas, com um resultado mais semelhante ao perfil do experimento 

controle obtido quando utilizamos a concentração de 2 unidades enzimáticas por mL 

(figura 10D e E). Entretanto, grandes desvios de atividade tripsinolítica foram observados 

quando utilizamos os anticoagulantes citrato de sódio e EDTA. A suplementação do 

repasto artificial utilizando-se citrato de sódio causou uma redução significativa da 

detecção de atividade enzimática, com valores inferiores a 80 mOD x min-1 como 

observado na figura 10 B. A utilização de EDTA levou a uma maior dispersão dos pontos 

experimentais (figura 10C). Tanto a utilização de citrato de sódio e EDTA ocasionaram 

desvios importantes no perfil de atividade tripsinolítica no intestino de L. longipalpis. 
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Figura 10: Atividade tripsinolítica no intestino de L. longipalpis utilizando-se os anticoagulantes heparina, citrato de sódio, e EDTA. A) 

Grupo controle; B) Grupo alimentado com citrato de sódio; C) Grupo alimentado com com EDTA; D) Grupo alimentado com heparina 2U/ml; E) 

grupo alimentado com heparina 150U/ml. Asteriscos significam diferença estatística entre os grupos (p≤0.05) ANOVA seguido de teste Tukey. 
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5.5 ATIVIDADE DE α-glicosidase em Aedes aegypti FRENTE AOS 

ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sódio, e EDTA 

O perfil enzimático de atividade da α-glicosidase no intestino de A. aegypti 

mostrou-se bem diferente do perfil apresentado por esta enzima em L. longipalpis. Em 

insetos alimentados em hospedeiro vertebrado, a atividade de α-glicosidase mostrou 

tendência em aumentar ao longo dos tempos estudados (24, 48 e 72 horas), com um 

aumento significativo observado comparando-se a atividade enzimática nos tempos de 24 

e 72 horas (figura 11A). Perfil enzimático semelhante ao grupo controle foi observado 

quando os mosquitos foram alimentados artificialmente com sangue humano 

suplementado com citrato de sódio e EDTA (figura 11B e C). Entretanto, a utilização de 

heparina causou um desvio no padrão da atividade de α-glicosidase em comparação com 

o grupo controle. Insetos alimentados artificialmente com sangue humano suplementado 

com heparina na concentração de 2U/mL mostraram uma tendência de queda de atividade 

enzimática a 72 horas após o repasto artificial, enquanto que insetos alimentados 

artificialmente com sangue humano suplementado com heparina na concentração de 

150U/mL mostraram uma tendência de queda de atividade enzimática a 48 horas após o 

repasto artificial (figura 11 D e E). 
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Figura 11: Atividade de α-glicosidase em A. aegypti utilizando-se os anticoagulantes heparina, citrato de sódio, e EDTA. A) Grupo controle 

alimentado em hospedeiro humano; B) Grupo alimentado artificialmente com Citrato de sódio; C) Grupo alimentado com com EDTA; D) Grupo 

alimentado com heparina 2U/ml; E) grupo alimentado com heparina 150U/ml. Asteriscos significam diferença estatística entre os grupos (p≤0.05) 

ANOVA seguido de teste Tukey. 
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5.6 ATIVIDADE DE hexosaminidase em Aedes aegypti utilizando-se os 

ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sódio, e EDTA 

O estudo da atividade de hexosaminidase no intestino de fêmeas de A. aegypti 

mostrou-se sem diferenças estatísticas ao longo dos tempos após o repasto sanguíneo 

estudados (24, 48 e 72 horas), seja para o grupo controle alimentado em hospedeiro 

humano, seja para os insetos alimentados artificialmente com os anticoagulantes 

estudados (figura 12). Nos insetos alimentados com sangue suplementado com EDTA, 

observou-se uma tendência de aumento de atividade de hexosaminidase 48 horas após o 

repasto artificial (Figura 12C). 
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Figura 12: Atividade de hexosaminidase em A. aegypti frente aos anticoagulantes heparina, citrato de sódio, e EDTA. A) Grupo controle; 

B) Grupo alimentado com Citrato de sódio; C) Grupo alimentado com com EDTA; D) Grupo alimentado com heparina 2U/ml; E) grupo alimentado 

com heparina 150U/ml. 
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5.7 ATIVIDADE DE aminopeptidase em Aedes aegypti utilizando-se os 

ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sódio, e EDTA 

O estudo da atividade de aminopeptidase no intestino de fêmeas de A. aegypti 

mostrou uma tendência de queda de atividade enzimática a 72 horas após o repasto em 

hospedeiro humano (grupo controle) e nos demais grupos utilizando-se anticoagulantes 

em alimentações artificiais em aparelho hemotek (Figura 13). A exceção a essa regra pode 

ser observada quando os mosquitos se alimentaram com sangue contendo EDTA, onde 

observamos uma tendência de aumento de atividade enzimática ao longo do tempo 

estudado, com pico em 72 horas após o repasto (figura 13C). O anticoagulante heparina 

em ambas concentrações estudadas mostrou um perfil enzimático mais semelhante ao 

grupo controle (figura 13 D e E).  
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Figura 13: Atividade de aminopeptidase em A. aegypti utilizando-se os anticoagulantes heparina, citrato de sódio, e EDTA. A) Grupo 

controle; B) Grupo alimentado com Citrato; C) Grupo alimentado com com EDTA; D) Grupo alimentado com heparina 2U/ml; E) grupo alimentado 

com heparina 150U/ml. Asteriscos significam diferença estatística entre os grupos (p≤0.05) ANOVA seguido de teste Tukey.
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5.8 ATIVIDADE DE tripsina em Aedes aegypti utilizando-se os anticoagulantes 

heparina, citrato de sódio, e EDTA 

O perfil de atividade tripsinolítica do intestino de fêmeas de A. aegypti mostrou-

se semelhante ao observado para L. longipalpis em nosso trabalho, com pico de atividade 

em torno de 48 horas após o repasto sanguíneo. Os grupos experimentais de mosquitos 

alimentados com sangue suplementado com citrato de sódio, EDTA, e heparina na 

concentração de 2U/mL mostraram atividade enzimática semelhante ao grupo controle 

alimentado em hospedeiro humano (figura 14 B, C e D). No grupo alimentado com 

sangue humano suplementado com heparina na concentração de 150U/mL observamos o 

maior desvio de atividade enzimática em comparação com o grupo controle, não 

observando nenhuma diferença estatística de atividade enzimática entre os grupos (figura 

14E). 
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Figura 14: Atividade de tripsina em A. aegypti utilizando-se os anticoagulantes heparina, citrato de sódio, e EDTA. A) Grupo controle; B) 

Grupo alimentado com Citrato de sódio; C) Grupo alimentado com com EDTA; D) Grupo alimentado com heparina 2U/ml; E) grupo alimentado 

com heparina 150U/ml. Asteriscos significam diferença estatística entre os grupos (p≤0.05) ANOVA seguido de teste Tukey.
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5.9 ATIVIDADE DE tripsina em L. longipalpis utilizando-se os 

ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sódio, e EDTA SEPARADOS POR 

TEMPO DE DISSECAÇÃO 

 

Neste conjunto de experimentos, observamos uma significativa influência da escolha do 

anticoagulante na atividade tripsinolítica no intestino de L. longipalpis. No grupo 

dissecado às 24h (FIGURA 15 A) após a alimentação, podemos observar uma diferença 

significativa se compararmos o grupo controle, ou seja, o grupo alimentado diretamente 

em hospedeiro humano, com o grupo que se alimentou com sangue suplementado com o 

anticoagulante EDTA. Já os outros grupos não mostraram influência para esse intervalo 

de tempo. Ao analisarmos a atividade tripsinolítica nos insetos que tiveram o intestino 

dissecado às 48h (FIGURA 15 B), é possível notar que o grupo tratado com citrato foi 

aquele que mostrou maior alteração em sua atividade. Já no intervalo de 72h, novamente 

o grupo tratado com EDTA se mostra com uma alteração significativa nos valores de 

atividade enzimática quando comparados ao grupo controle (FIGURA 15 C). 
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 FIGURA 15: ATIVIDADE DE tripsina em L. longipalpis utilizando-se os 

ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sódio, e EDTA SEPARADOS POR 

TEMPO DE DISSECAÇÃO A) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de 

sódio; EDTA; heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados às 24h 

após o repasto. B) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de sódio; EDTA; 

heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados às 48hh após o repasto. 

C) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de sódio; EDTA; heparina 2U/ml; 

heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados às 72h após o repasto. Asteriscos 

significam diferença estatística entre os grupos (p≤0.05) ANOVA seguido de teste Tukey. 
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5.10 ATIVIDADE DE hexosaminidase em L. longipalpis utilizando-se os 

ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sódio, e EDTA SEPARADOS POR 

TEMPO DE DISSECAÇÃO 

 

Os experimentos da atividade enzimática da hexosaminidade no intestino de L. 

Longipaipis em ralação aos diferentes anticoagulantes mostrou que às 24 horas após o 

repasto sanguíneo, os grupos de insetos que se alimentaram com sangue contendo 

heparina na concentração de 150 unidades e também aqueles que se alimentaram de 

sangue suplementado com EDTA, foram  os que mais tiveram diferenças significativas, 

em relação ao grupo que se alimentou diretamente em hospedeiro humano,  na atividade 

da hexosaminidade (FIGURA 16A) mostrando uma diminuição nas atividade da enzima 

no intestino médio dos flebotomíneos.  Em relação a atividade enzimática nos grupo que 

tiveram seus intestinos dissecados às 48h após o resposto sanguíneo (FIGURA 16B), a 

escolha do anticoagulante não se mostrou importante, já que não houve uma alteração 

significativa em nenhum dos grupos. O mesmo padrão pode ser observado nos insetos 

dissecados às 72h (FIGURA 16C), em que não há diferença estatística entre o grupo 

controle e os demais grupos alimentados com sangue contendo anticoagulantes. 
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FIGURA 16: ATIVIDADE DE hexosaminidase em L. longipalpis utilizando-se os 

ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sódio, e EDTA SEPARADOS POR 

TEMPO DE DISSECAÇÃO A) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de 

sódio; EDTA; heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados às 24h 

após o repasto. B) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de sódio; EDTA; 

heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados às 48h após o repasto. 

C) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de sódio; EDTA; heparina 2U/ml; 

heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados às 72h após o repasto. Asteriscos 

significam diferença estatística entre os grupos (p≤0.05) ANOVA seguido de teste Tukey. 
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5.11 ATIVIDADE DE aminopeptidase em L. longipalpis utilizando-se os 

ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sódio, e EDTA SEPARADOS POR 

TEMPO DE DISSECAÇÃO 

A atividade de aminopeptidase no intestino médio de L. longipalpis no grupo de insetos 

que foram dissecados às 24h após o repasto sanguíneo (FIGURA 17A), mostrou variação 

significativa nos grupos que se alimentaram com sangue contendo heparina, seja na 

concentração de 2U ou de 150U, quando comparados ao grupo controle. Ambos 

mostraram uma queda na atividade enzimática, principalmente o grupo tratado com 

heparina 150U. Já em relação ao grupos que tiveram seus intestinos dissecados às 48h 

(FIGURA 17B) após a refeição de sangue, podemos observar que a maior alteração na 

atividade de aminopeptidase ocorre nos insetos que realizaram repasto contendo citrato e 

EDTA, demonstrando um aumento nos valores de leitura. No horário das 72h nenhum 

anticoagulante impactou a atividade da aminopeptidade no intestino médio de L. 

longipalpis de uma maneira significativa, sendo os valores de leitura bastante semelhantes 

(FIGURA 17C).   
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FIGURA 17: ATIVIDADE DE aminopeptidase em L. longipalpis utilizando-se os 

ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sódio, e EDTA SEPARADOS POR 

TEMPO DE DISSECAÇÃO A) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de 

sódio; EDTA; heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados às 24h 

após o repasto. B) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de sódio; EDTA; 

heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados às 48h após o repasto. 

C) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de sódio; EDTA; heparina 2U/ml; 

heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados às 72h após o repasto. Asteriscos 

significam diferença estatística entre os grupos (p≤0.05) ANOVA seguido de teste Tukey. 
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5.12 ATIVIDADE DE α-glicosidase em L. longipalpis utilizando-se os 

ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sódio, e EDTA SEPARADOS POR 

TEMPO DE DISSECAÇÃO 

Em relação à atividade da enzima digestiva α-glicosidase no intestino médio de L. 

longipalpis às 24h, os diferentes anticoagulantes usados na suplementação do sangue para 

repasto, não pareceram afetar os demais grupos testes ao compara-los com o grupo 

controle, mantendo o mesmo nível de atividade enzimática (FIGURA 18A). Contudo, o 

mesmo não pode ser observado em relação aos insetos que tiveram seus intestinos médios 

dissecados no intervalo das 48h (FIGURA 18B). Os grupos que se alimentaram com 

sangue contendo Heparina na concentração de 150 unidades, EDTA, e citrato, tiveram 

uma baixa na atividade de α-glicosidase em ralação ao grupo que se alimentou 

diretamente em humanos. Apenas o grupo tratado com heparina na concentração de 2U 

não mostrou uma alteração significativa na atividade da enzima. Curiosamente, nos 

grupos de flebotomíneos dissecados às 72h (FIGURA 18C), justamente os que se 

alimentaram com sangue contendo heparina 2U, foram os que mostraram alteração na 

atividade enzimática. Os outros grupos teste não tiveram mudanças significativas em 

relação ao grupo controle. 
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FIGURA 18: ATIVIDADE DE α-glicosidase em L. longipalpis utilizando-se os 

ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sódio, e EDTA SEPARADOS POR 

TEMPO DE DISSECAÇÃO A) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de 

sódio; EDTA; heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados às 24h 

após o repasto. B) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de sódio; EDTA; 

heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados às 48h após o repasto. 

C) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de sódio; EDTA; heparina 2U/ml; 

heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados às 72h após o repasto. Asteriscos 

significam diferença estatística entre os grupos (p≤0.05) ANOVA seguido de teste Tukey. 
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5.13 ATIVIDADE DE tripsina em A. aegypti utilizando-se os 

ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sódio, e EDTA SEPARADOS POR 

TEMPO DE DISSECAÇÃO 

 

Para a avaliação a atividade da tripsina no intestino médio de A. aegypti observamos que 

não houve uma grande mudança nos níveis de leitura dos grupo testes, ou seja, os grupos 

de insetos que se alimentaram de sangue suplementado com anticoagulantes, através do 

aparelho artificial Hemotek, quando comparados com o grupo controle, insetos que se 

alimentaram de forma mais próxima a natural, realizando o repasto sanguíneo diretamente 

em hospedeiro humano. Não verificamos alguma alteração estatisticamente significativa 

em nenhum grupo, seja os intestinos dos mosquitos dissecados no intervalo de 24, 48, ou 

72 horas (FIGURA 19). 
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FIGURA 19: ATIVIDADE DE tripsina em A. aegypti utilizando-se os 

ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sódio, e EDTA SEPARADOS POR 

TEMPO DE DISSECAÇÃO A) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de 

sódio; EDTA; heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados às 24h 

após o repasto. B) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de sódio; EDTA; 

heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados às 48hh após o repasto. 

C) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de sódio; EDTA; heparina 2U/ml; 

heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados às 72h após o repasto. Asteriscos 

significam diferença estatística entre os grupos (p≤0.05) ANOVA seguido de teste Tukey. 
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5.14 ATIVIDADE DE hexosaminidase em A. aegypti utilizando-se os 

ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sódio, e EDTA SEPARADOS POR 

TEMPO DE DISSECAÇÃO 

A atividade enzimática de hexosaminidase no intestino médio do grupo de A. aegypti 

dissecado um dia após o repasto sanguíneo (FIGURA 20A), mostrou-se sem grandes 

alterações quando comparamos as atividades entre os insetos, sendo o grupo alimentado 

com sangue heparinizado (heparina 150U) o que mostrou os maiores valores de leitura, 

ainda que sem qualquer diferença estatística entre o grupo controle. Observando os 

insetos dissecados no intervalo de 48 horas (FIGURA 20B), podemos afirmar que a 

maioria dos grupos, quando comparados ao grupo que se alimentou diretamente em 

hospedeiro humano, não tiveram grandes alterações na atividade de hexosaminidase, 

exceto pelo grupo que se alimentou com sangue suplementado pelo anticoagulante 

EDTA, que teve a média de valor de leitura praticamente o dobro do grupo controle. Em 

relação aos insetos dissecados às 72 horas após o repasto, novamente o grupo que se 

alimentou com sangue e EDTA foi o único apresentou uma alteração significativa quando 

comparado ao grupo de mosquitos que se alimentou diretamente em hospedeiro humano 

(FIGURA 20C). 
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FIGURA 20: ATIVIDADE DE tripsina em A. aegypti utilizando-se os 

ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sódio, e EDTA SEPARADOS POR 

TEMPO DE DISSECAÇÃO A) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de 

sódio; EDTA; heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados às 24h 

após o repasto. B) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de sódio; EDTA; 

heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados às 48h após o repasto. 

C) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de sódio; EDTA; heparina 2U/ml; 

heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados às 72h após o repasto. Asteriscos 

significam diferença estatística entre os grupos (p≤0.05) ANOVA seguido de teste Tukey. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



62 
 

 

5.15 ATIVIDADE DE aminopeptidase em A. aegypti utilizando-se os 

ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sódio, e EDTA SEPARADOS POR 

TEMPO DE DISSECAÇÃO 

 

Em relação a atividade enzimática da aminopeptidase em A. aegypti, no intervalo das 24 

horas (FIGURA 21A), o grupo de insetos que se alimentaram com o sangue que continha 

o anticuagulante EDTA, foi aquele que mostrou uma real diferença na atividade da 

enzima, tendo uma grande queda nos valores de leitura. Já os demais grupos não 

mostraram diferenças importantes para a atividade de aminopeptidase. Neste conjunto de 

experimentos, não observamos uma significativa influência da escolha do anticoagulante 

na atividade da aminopeptidase no intestino médio de L. longipalpis no grupo dissecado 

às 48h (FIGURA 21 B), sendo que nenhum grupo apresentou uma variação importante. 

Para os insetos que tiveram seus intestinos dissecados às 72 horas após o repasto 

sanguíneo, outra vez o grupo que realizou o repasto com sangue suplementado com 

EDTA, foi o que mostrou maior interferência na atividade enzimática, tendo uma maior 

expressão dos valores de leitura com uma diferença estatística quando comparado ao 

grupo controle (FIGURA 21 C). 
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FIGURA 21: ATIVIDADE DE aminopeptidase em A. aegypti utilizando-se os 

ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sódio, e EDTA SEPARADOS POR 

TEMPO DE DISSECAÇÃO A) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de 

sódio; EDTA; heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados às 24h 

após o repasto. B) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de sódio; EDTA; 

heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados às 48h após o repasto. 

C) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de sódio; EDTA; heparina 2U/ml; 

heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados às 72h após o repasto. Asteriscos 

significam diferença estatística entre os grupos (p≤0.05) ANOVA seguido de teste Tukey. 
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5.16 ATIVIDADE DE α-glicosidase em A. aegypti utilizando-se os 

ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sódio, e EDTA SEPARADOS POR 

TEMPO DE DISSECAÇÃO 

 

A atividade de α-glicosidase em A. aegypti mostrou alteração em todos os horários de 

dissecação pelo menos em um grupo teste se comparado ao grupo controle. O grupo 

mosquitos que tiveram os intestinos dissecados 24 horas após o repasto sanguíneo 

(FIGURA 22A) tiveram alteração estatisticamente significativa nos grupos que se 

alimentaram com sangue contendo heparina independente da sua concentração, 2 ou 150 

unidades, mostrando valores bem mais altos de leitura.  Em relação aos insetos dissecados 

às 48h (FIGURA 22B), o grupo que se alimentou novamente com sangue heparinizado, 

agora apenas na concentração de 2U, foi aquele que, quando comparado aos insetos que 

se alimentaram diretamente em hospedeiro humano, mostraram mudanças importante em 

relação a atividade de α-glicosidase. E para o grupo de mosquitos avaliados no intervalo 

das 72 horas após se alimentarem, foi observada uma grande alteração na atividade de α-

glicosidase nos insetos que realizaram repasto com sangue contendo o EDTA como 

anticoagulante (FIGURA 22C). 
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FIGURA 22: ATIVIDADE DE α-glicosidase em A. aegypti utilizando-se os 

ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sódio, e EDTA SEPARADOS POR 

TEMPO DE DISSECAÇÃO A) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de 

sódio; EDTA; heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados às 24h 

após o repasto. B) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de sódio; EDTA; 

heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados às 48h após o repasto. 

C) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de sódio; EDTA; heparina 2U/ml; 

heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados às 72h após o repasto. Asteriscos 

significam diferença estatística entre os grupos (p≤0.05) ANOVA seguido de teste Tukey. 
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6 DISCUSSÃO  

 

A classe Insecta possui mais de três quartos do número de espécies descritas de 

seres vivos até o momento (Grimaldi & Engel, 2005). Entretanto, apenas 

aproximadamente 14.000 espécies espalhadas em cerca de 400 gêneros se utilizam de 

sangue como fonte de alimento (Ribeiro, 1995). O hábito hematofágico colocou em 

contato estes artrópodes e uma gama de patógenos que são transmitidos aos seres 

humanos e aos animais pela a picada ou por meio de dejeções. Estes patógenos 

transmitidos por artrópodes responsáveis por doenças, geralmente têm uma permanência 

inicial, muitas vezes prolongada, no intestino médio do vetor, onde se desenvolvem e se 

multiplicam neste ambiente potencialmente hostil, devido a presença de enzimas 

digestivas e proteínas oriundas do sangue (Gass, 1977). O conhecimento dos eventos 

fisiológicos que ocorrem no intestino médio de artrópodes vetores é importante para 

entender as interações vetor-parasita necessárias para a transmissão de patógenos 

causadores de doenças. As vacinas que bloqueiam a transmissão de patógenos para 

hospedeiros vertebrados por insetos hematófagos também requerem conhecimento da sua 

fisiologia digestiva (Lehane, M., & Billingsley, P. 2012). 

Os estudos de interação hospedeiro-patógeno em grande parte empregam a 

alimentação artificial para infectar os insetos. Estudos de interação entre espécies de 

flebotomíneos e espécies de Leishmania utilizam corriqueiramente infecções feitas em 

alimentadores artificiais, visando por exemplo esclarecer questões como a influência de 

vias do sistema imune inato do inseto no desenvolvimento de Leishmania no intestino de 

L. longipalpis (Telleria et al., 2012), a influência da microbiota no desenvolvimento de 

espécies de Leishmania no intestino de flebotomíneos (Sant’Anna et al., 2014) e o estudo 

de como compostos regurgitados durante a picada de flebotomíneos como o PSG 

exacerbam a infecção de hospedeiros vertebrados por Leishmania (Giraud et al., 2018). 

De forma semelhante, estudos utilizando-se de modelos de infecção artificial de 

mosquitos por arbovírus visam entender como ocorre a interação dos mesmos com seus 

insetos transmissores. Como exemplo, vários trabalhos realizados com A. aegypti que 

foram transfectados permanentemente com a bactéria intracelular Wolbachia pipientis 

(linhagem wMel) mostraram através de infecções artificiais que estes mosquitos com 

Wolbachia são extremamente resistentes à infecção por vírus Dengue, Chickungunya e 

Plasmodium gallinaceum (Moreira et al., 2009; Walker et al., 2011), vírus Zika (Caragata 

et al., 2016; Dutra et al., 2016) e vírus Mayaro (Pereira et al., 2018). Interessantemente, 

infecções artificiais de artrópodes vetores com diferentes patógenos necessitam da 

presença de anticoagulantes para possibilitar que o sangue permaneça fluido o suficiente 

para ser ingerindo através das diferentes membranas utilizadas em alimentadores 

artificiais.  

Estudos preliminares realizados em nosso laboratório mostraram que a escolha do 

anticoagulante tem influência na atividade tripsinolítica no intestino do flebotomíneo L. 

longipalpis (Silva, 2015). Este trabalho nos motivou a investigar mais a fundo a influência 

da escolha de anticoagulantes na atividade de tripsina e de outras enzimas intestinais dos 

insetos L. longipalpis e A. aegypti, vetores de importantes patógenos para seres humanos 

nas Américas. Neste trabalho, avaliamos o impacto de anticoagulantes comumente usados 
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em alimentações artificiais por membrana e a sua possível consequência para importantes 

proteases e carboidrases intestinais de L. longipalpis e A. aegypti. Os anticoagulantes são 

imprescindíveis para evitar a coagulação do sangue em experimentos cujos insetos 

hematófagos são alimentados em alimentadores artificiais. EDTA (ácido etilenodiamino 

tetra-acético), Citrato de sódio e Heparina estão entre os mais usados em hematologia. A 

escolha de anticoagulantes em experimentos de atividade enzimática de insetos 

hematófagos é, até a data de hoje, puramente aleatória, muitas vezes optando-se pelos 

anticoagulantes corriqueiramente utilizados em laboratórios hematológicos. O EDTA e a 

heparina são anticoagulantes frequentemente utilizados na coleta de sangue, inclusive 

para alimentação artificial (WHO, 2012). Cada anticoagulante tem efeito diferente na 

cascata de coagulação. O EDTA e o citrato de sódio afetam a cascata de coagulação por 

quelação dos íons cálcio, necessários para a ativação do fator IX na via intrínseca e do 

complexo fator VII-Ca-Xa na via comum (Solart et al 2007; Patel N, 2009). A heparina 

liga-se à antitrombina, acelerando a inibição de proteases envolvidas na cascata da 

coagulação (Remaley AT, 2009) 

Estudos já mostraram que flebotomíneos são capazes de selecionar e utilizar como 

fonte de energia alimentos com açúcar de diferentes fontes (Molyneux, D. H., & Killick-

Kendrick, R. 1987) A existência de uma gama de glicosidases pode permitir que o inseto 

sobreviva digerindo carboidratos de diferentes espécies de plantas e possa influenciar a 

distribuição das populações de flebotomíneos. As α-glicosidases são as glicosidases mais 

ativas no intestino de flebotomíneos (Dillon, R. J., & El Kordy, E. 1997). Glicosidases 

são as enzimas primárias para a digestão no inseto que se alimentam de plantas (Morgan, 

M. R. J. 1975) e a presença de atividades altas desta enzima em flebotomíneos sugere que 

as glicosidases também são importantes para a digestão de açúcar em outros insetos 

hematófagos que frequentemente se alimentam de plantas ricas em carboidratos. As α-

Glucosidases são encontradas em quantidades substanciais em P. langeroni, sendo 

induzida pela presença de sangue e de açúcar e provavelmente está associada à superfície 

microvilar do intestino médio. 

Trabalhos anteriores mostraram que a atividade da α-glicosidase em Phlebotomus 

langeroni alimentados com sangue humano heparinizado aumentou significativamente 

dentro de 1 hora após uma refeição sanguínea e foi mantida em atividades 

significativamente altas até 48 horas pós-alimentação, havendo queda nos os níveis de 

atividade basal (Dillon R. J. and El Kordy E., 1997). Nossos experimentos mostraram que 

L. longipalpis alimentados em voluntário humano (sem a presença de anticoagulantes), a 

atividade da α-glicosidase manteve-se constante no período de 24h e 48h, decaindo às 

72h após o repasto sanguíneo (figura 7). Os anticoagulantes citrato de sódio, EDTA e 

heparina na concentração utilizada não alteraram o perfil observado para insetos que se 

alimentaram diretamente no hospedeiro vertebrado, mostrando uma ligeira queda de 

atividade enzimática ao longo dos dias analisados, sem diferença estatística. Isto significa 

que a escolha de anticoagulante não exerce influência critica na atividade de α-glicosidase 

do intestino de L. longipalpis. Entretanto, como um perfil de atividade enzimática mais 

uniforme foi observado com o uso de heparina na concentração de 2U/mL, sugerindo-se 

que este anticoagulante seja o de escolha para o estudo da atividade de α-glicosidase neste 

inseto. 
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A ingestão de carboidratos por flebotomíneos é muito importante para a 

transmissão de Leishmania, pois os carboidratos podem afetar o desenvolvimento da 

Leishmania no flebotomíneo e sua transmissão pela picada (Smith et al., 1941; Sherlock 

e Sherlock, 1961; Warburg e Schlein, 1986; Schlein et al., 1992). A absorção e 

metabolização de carboidratos por flebotomíneos e, eventualmente, pela infecção por 

Leishmania, demanda a digestão prévia de carboidratos para monossacarídeos (Gontijo 

et al. 1996). Para a atividade da glucosidase no intestino médio de Phlebotomus 

langeronia, é necessário um conjunto apropriado de glicosidases atuando dentro do tubo 

digestivo. Como descrito por Gontijo e colaboradores (1996), as glicosidases de 

Leishmania também podem participar na digestão de carboidratos dentro do intestino de 

flebotomíneos infectados. 

A presença de uma a-glucosidase em L. Longipalpis e uma sacarase em 

Leishmania, ambas especializadas na digestão de sacarose, concordam com a hipótese de 

que a sacarose pode ser o carboidrato principal, capaz de digestão, na dieta do 

flebotomíneo. O intestino médio é a única parte anatômica do tubo digestivo revestido 

com microvilosidades epiteliais (Billingsley, 1990) e é bastante provável que o α-

glicosidase do flebotomíneo seja uma enzima ligada à membrana ligada à sua superfície 

(Gontijo, N. F., et al., 1998). 

A atividade da enzima α-glicosidase observada para o mosquito A. aegypti foi 

diferente do observado para o flebotomíneo L. longipalpis. Billingsley, P. F., & Hecker, 

H. (1991) observaram em A. aegypti que a atividade intestinal de α-glicosidase aumentou 

lentamente até 18h após a refeição de sangue, aumentando rapidamente até uma atividade 

máxima a 30 h após o repasto sanguíneo, com declínio subsequente da atividade 

enzimática. Neste trabalho, o perfil enzimático dos mosquitos alimentados em 

hospedeiros voluntários humanos mostrou um aumento progressivo na atividade ao longo 

do tempo, com pico de atividade a 72 horas após o repasto sanguíneo e diferença 

estatística entre os tempos 24 e 72 horas (Figura 11). Perfil semelhante a este pôde ser 

observado em mosquitos alimentados com sangue suplementado com o anticoagulante 

EDTA. Outro perfil semelhante mas sem diferença estatística entres os grupos foi 

observado em insetos alimentados artificialmente com sangue humano suplementado 

com citrato de sódio. Um maior desvio neste perfil enzimático foi observado em 

mosquitos alimentados com sangue suplementado com heparina, independentemente da 

concentração utilizada. Estes resultados apontam para o EDTA como o anticoagulante de 

escolha para o estudo da atividade de α-glicosidase em A. aegypti.  

O papel da N-acetil-β-D-hexosaminidase é o de finalizar a digestão de quitina, 

atuando nos oligossacárides gerados pela quitinase. Semelhante à α-glicosidase e trealase, 

a N-acetil-β-D-hexosaminidase também se encontra presente em microviloidades 

purificadas de larvas de L. longipalpis, estando envolvida na digestão de glicoproteínas 

(Vale, V. F et al 2012). A N-acetil-β-D-hexosaminidase, um membro da família das 

glicosil hidrolases, é uma enzima que participa da quebra de ligações glicosídicas de 

glicanos, glicoproteínas e glicolipídios (Intra, J. et al, 2008). Os insetos evoluíram para 

ter mais de uma β -N-acetil-D-hexosaminidase, como revelado por análise genica de 
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vários insetos, incluindo Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Lepidoptera, Phthiraptera e 

Hemiptera. As atividades de β-N-acetil-D-hexosaminidases de inseto não estão restritas 

à degradação de quitina, mas também estão associadas à modificação pós-traducional de 

N-glicanos, degradação de glicoconjugados e reconhecimento óvulo-espermatozóide, 

sugerindo que essas enzimas são bastante versáteis em suas funções fisiológicas no 

crescimento e desenvolvimento de insetos (Yang, Q., et al 2008).  

Algumas dessas funções fisiológicas podem se sobrepor às mesmas enzimas 

encontradas em organismos superiores. As β-N-acetil-D-hexosaminidases lisossômicas 

de mamíferos são as principais responsáveis pela degradação do glicoconjugado no 

lisossomo (Mahuran, D. J. 1999). Da mesma forma, as β-N-acetil-D-hexosaminidases dos 

insetos Bombyx mori (Okada, T. et al., 2007) e Spodoptera frugiperda (Aumiller, J. et al., 

2006) têm ampla especificidade de substrato, variando de N-glicanos a quito-

oligossacarídeos, sugerindo que eles têm a mesma função que seus equivalentes 

mamíferos. Mostrou-se que as β -N-acetil-D hexosaminidases de mamíferos são 

importantes para o reconhecimento de espermatozóides em ovo (Miranda, P. V., et al., 

2000) e as enzimas da membrana de esperma de Drosophila melanogaster também 

participam no mesmo processo (Cattaneo, F., et al 2006).  

Em nossos estudos, observamos diferenças estatisticamente significativas de 

atividade enzimática de hexosaminidase a 48 horas após o repasto sanguíneo em 

flebotomíneos alimentados em voluntário humano, com queda de atividade 

estatisticamente significante a 72 horas após o repasto (figura 8). Os insetos alimentados 

com sangue humano suplementado com os anticoagulantes citrato de sódio e heparina na 

concentração de 2U/mL tiveram um perfil semelhante ao observado para insetos 

alimentados em voluntário humano. Para os anticoagulantes EDTA e heparina na 

concentração de 150 U/mL, embora o perfil enzimático tenha sido semelhante aos 

anteriores, não observamos diferença estatística entre os grupos. Para o mosquito A. 

aegypti, diferentes anticoagulantes não influenciaram significativamente a atividade de 

hexosaminidase no intestino de mosquitos fêmeas (figura 12).  

Em insetos hematófagos, as atividades de aminopeptidase têm sido descritas em 

Haematobia irritans e Stomoxys calcitrans (Hori, K. et al., 1983), na mosca tsé-tsé 

(Cheeseman, M. T., & Gooding, R. H. 1985) e no intestino médio de flebotomíneos, onde 

a atividade da aminopeptidase foi detectada após a alimentação do sangue, associada à 

parede do intestino médio (Dillon R. J. & Lane R. P. 1993). Embora a tripsina seja a 

principal protease hidrolítica primária no intestino médio de mosquitos (Briegel & Lea 

1975), aminopeptidases no intestino médio de Anopheles stephensi (Billingsley 1990) e 

Aedes aegypti (Graf, R. & Briegel, H. 1982) também desempenham papéis importantes 

nos processos de digestão sanguínea. A atividade de aminopeptidases foi estudada 

principalmente no mosquito Aedes aegypti, onde a atividade desta enzima é detectável 

em vários níveis durante todas as fases do ciclo vital, e no intestino médio adulto, é 

estimulada pela presença de sangue, sendo igualmente associada com o epitélio do 

intestino médio e o espaço ectoperitrófico (Graf, R. & Briegel, H. 1982).  

Em L. longipalpis, observamos a atividade de aminopeptidase semelhante para o 

grupo controle e o grupo alimentado com sangue suplementado com heparina a 2U/mL, 
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observando-se um pico de atividade a 24 horas após o repasto, com queda progressiva a 

48 e 72 horas após a alimentação, observando-se diferença estatística entre todos os 

tempos estudados (Figura 9). Para os grupos alimentados com sangue citratado ou 

suplementado com heparina a 150U/mL, não conseguimos observar uma queda 

estatisticamente significativa de atividade enzimática entre os tempos de 24 e 48 horas 

após o repasto sanguíneo. No entanto, a utilização do anticoagulante EDTA causou um 

desvio significativo da atividade de aminopeptidase no intestino de L. longipalpis, com 

pico de atividade observado a 48 horas após o repasto, embora não estatisticamente 

significativo. O estudo da atividade de aminopeptidase no intestino de fêmeas de A. 

aegypti mostrou uma tendência de queda de atividade enzimática a 72 horas após o 

repasto em hospedeiro humano (grupo controle) e nos demais grupos utilizando-se 

anticoagulantes em alimentações artificiais (Figura 13). Quando os mosquitos se 

alimentaram com sangue contendo EDTA pudemos observar uma tendência de aumento 

de atividade enzimática ao longo do tempo estudado, com pico em 48 horas após o 

repasto. O anticoagulante heparina em ambas concentrações estudadas mostrou um perfil 

enzimático mais semelhante ao grupo controle (Figura 13 D e E). 

As serino proteases, como as tripsinas, são as enzimas digestivas mais abundantes 

no intestino médio dos insetos hematófagos. Além de seu papel na digestão, essas 

proteases têm sido implicadas no estabelecimento de infecção de vários patógenos em 

seus respectivos vetores de insetos. Para o sucesso da infecção pelo Aedes aegypti por 

Plasmodium gallinaceum, a tripsina do intestino médio do mosquito é essencial para a 

ativação de uma quitinase secretada pelo parasita e necessária para o oocineto escapar da 

matriz peritrófica (Shahabuddin et al., 1996). Além disso, inibidores de tripsina diminuem 

a carga do vírus da dengue em A. aegypti, indicando uma relação entre infecção, digestão 

sanguínea e possivelmente processamento proteolítico de proteínas virais realizado por 

proteases do inseto (Gorrochotegui-Escalante, N et al., 2005).  

Em Aedes aegypti, Graf e Briegel (1989) mostraram, usando técnicas in vivo e in 

vitro, que a tripsina é sintetizada em duas formas distintas - tripsina precoce e tripsina 

tardia. A tripsina tardia aparece cerca de 6 a 8 horas após a alimentação e é responsável 

pela maior parte da atividade enzimática encontrada durante o período de pico da 

digestão, 20-30 horas após a alimentação. Estudos anteriores, nos quais a atividade da 

enzima tripsina foi medida, sugeriram que a síntese e a secreção do mosquito tripsina são 

reguladas por fatores associados à refeição, bem como por fatores endócrinos (Downe, 

1975; Briegel e Lea 1979). Assim, Gooding (1973) mostrou que os níveis de tripsina do 

intestino médio são diretamente proporcionais ao tamanho da refeição sanguínea. Briegel 

(1975) mostrou que o tipo de proteína na refeição também desempenha um papel na 

determinação da quantidade de atividade de tripsina sintetizada no intestino médio. 

Algumas refeições proteicas, como lactalbumina, albumina de ovo e plasma sanguíneo, 

induziram um aumento significativo na atividade da tripsina, enquanto outras, como 

gelatina e histona, ou soluções salinas simples, eram indutores muito pobres. Também foi 

determinado que a quantidade de proteína, não o volume da refeição, controlava a 

quantidade de tripsina sintetizada.  

De forma interessante e corroborando os achados preliminares de Silva (2015), a 

escolha do anticoagulante foi bastante importante para estudar a atividade tripsinolítica 
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no intestino de L. longipalpis. Em nosso estudo para L. longipalpis, a heparina, tanto na 

concentração de 2U/mg quanto na de 150u/mg, não provocou alterações significativas na 

atividade da tripsina comparadas ao grupo controle. Em todos estes grupos mencionados 

anteriormente, observamos um pico de atividade tripsinolítica a 48h após o repasto, com 

diferenças estatisticamente significativas entre todos os tempos de alimentação. 

Entretanto, a escolha de citrato de sódio e EDTA provocaram mudanças consideráveis no 

perfil de atividade tripsinolítica de L. longipalpis. Ambos anticoagulantes causaram um 

desvio na atividade tripsinolítica, não sendo possível observar o pico de atividade 

enzimática que ocorre a 48 horas após o repasto sanguíneo, como foi observado para os 

grupos controle e heparina (2 e 150U/mL) e como já foi anteriormente relatado na 

literatura para esta espécie de flebotomíneo (Sant’Anna et al., 2009; Santos et al., 2014). 

Outros desvios também puderam ser observados, como a atividade tripsinolítica em 

média mais reduzida em insetos alimentados com sangue suplementado com citrato de 

sódio e uma maior dispersão dos dados de atividade enzimática em insetos alimentados 

com sangue suplementado com EDTA. Interessantemente, para o mosquito Aedes 

aegypti, os grupos experimentais de mosquitos alimentados com sangue suplementado 

com citrato de sódio, EDTA, e heparina na concentração de 2U/mL mostraram atividade 

enzimática semelhante ao grupo controle alimentado em hospedeiro, sendo a atividade 

em torno de 48 horas após o repasto sanguíneo, o seu valor máximo. Os insetos 

alimentados com sangue humano heparinizado na concentração de 150U/mL obtiveram 

o maior desvio de atividade enzimática em comparação com o grupo controle alimentado 

em hospedeiro humano (Figura 14).  

Helena & Garcia (1995) mostraram que a heparina apresentou menor interferência 

no desenvolvimento de triatomíneos e na replicação de Trypanosoma cruzi no intestino 

do inseto vetor. A heparina é comumente usada como um anticoagulante para prevenir a 

coagulação do sangue quando flebotomíneos são alimentados com sangue via membrana 

(Harre et al., 2001). No entanto, para Volf (2011), heparina afeta proteases, diminuindo 

a atividade da tripsina 12 e 72 horas pós-alimentação em Phlebotomus duboscqi. Da 

mesma forma, Schlein e Jacobson (1998) observaram uma redução de cerca de 30% nas 

atividades de protease em fêmeas alimentadas com sangue heparinizado. Outros estudos 

mostraram o efeito inibitório da heparina em serino proteases de mamíferos (Wu et 

al.,1994; Finotti & Manente, 1994).  

Coletivamente, nossos dados mostram que a escolha do anticoagulante é 

particularmente importante para o estudo de proteases intestinais de fêmeas de insetos 

nematóceros como a L. longipalpis e A. aegypti. 

. 
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7 PERSPECTIVAS 

 Os resultados apresentados nesta dissertação são de interesse direto para 

pesquisadores que estudam enzimas digestivas em artrópodes hematófagos. Em vários 

experimentos de fisiologia intestinal, compostos que supostamente alteram 

metabolicamente o intestino destes artrópodes são administrados através de experimentos 

de repasto artificial. Para manter o sangue fluido o suficiente para que o mesmo seja 

ingerido com sucesso, o uso de um anticoagulante é essencial. Até o momento, a escolha 

de anticoagulantes é feita de maneira aleatória, sem considerar a influência destes 

compostos na atividade enzimática que está sendo estudada. Nossos resultados mostraram 

que a escolha do anticoagulante em repastos artificiais influenciam principalmente a 

atividade proteolítica nos intestinos dos insetos hematófagos L. longipalpis (vetor urbano 

de L. infantum nas Américas) e A. aegypti (principal vetor urbano de arboviroses a 

humanos nas Américas). A atividade tripsinolítica em L. longipalpis foi a que sofreu a 

maior influência da escolha do anticoagulante. O uso de heparina na concentração de 

2U/mL foi a que causou menos desvio da atividade observada para insetos alimentados 

em hospedeiro humano sem a presença de anticoagulantes. Estes resultados serão 

importantes para alertar pesquisadores da área de fisiologia intestinal de insetos 

hematófagos quanto à importância da escolha de anticoagulantes nos estudos de atividade 

enzimática intestinal. Além disso, infecções artificiais são feitas com a presença de 

anticoagulantes suplementados ao sangue e parasitos. O estudo da influência da escolha 

de anticoagulantes no desenvolvimento de patógenos no intestino destes insetos torna-se 

importante para que conclusões experimentais não sejam mascaradas pela influência 

direta da ação de um anticoagulante em experimentos de fisiologia intestinal de insetos 

hematófagos ou de interação vetor-patógeno. 
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8 CONCLUSÕES 

 

• A utilização do anticoagulante heparina na concentração de 2U/mL resultou em 

uma atividade de α-glicosidase estatisticamente mais baixa a 72 horas após o 

repasto sanguíneo, com perfil de atividade enzimática mais uniforme, sugerindo 

este ser o anticoagulante de escolha para o estudo da atividade de α-glicosidase 

em L. longipalpis. 

• Nossos experimentos apontam para o EDTA como o anticoagulante de escolha 

para o estudo da atividade de α-glicosidase intestinal de A. aegypti, uma vez que 

o perfil enzimático observado para este coagulante se assemelha ao perfil 

observado para insetos alimentados em hospedeiro humano. 

• Nossos experimentos apontam para o citrato de sódio e heparina (2U/mL) como 

os anticoagulantes de escolha para o estudo da atividade de hexosaminidase 

intestinal de L. longipalpis, uma vez que o perfil enzimático observado para este 

coagulante se assemelha ao perfil observado para insetos alimentados em 

hospedeiro humano. 

• A escolha de um anticoagulante parece não influenciar a atividade de 

hexosaminidase intestinal de A. aegypti. 

• Nossos experimentos apontam para a heparina (2U/mL) como o anticoagulante 

de escolha para o estudo da atividade de aminopeptidase intestinal de L. 

longipalpis e A. aegypti.  

• A escolha do anticoagulante causou um grande impacto na atividade tripsinolítica 

intestinal de L. longipalpis, sendo que heparina (nas concentrações de 2U/mL e 

150U/mL) é o anticoagulante de escolha para estudo desta atividade nesta espécie 

de flebotomíneo. 

• Nossos experimentos apontam para o citrato de sódio e EDTA como os 

anticoagulantes de escolha para o estudo da atividade tripsinolítica intestinal de 

A. aegypti.  
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