Universidade Federal de Minas Gerais

Instituto de Ciéncias Biol6gicas

Programa de Pds-Graduacdo em Parasitologia

Acdo de anticoagulantes na atividade enzimatica de proteases e carboidrases do
intestino médio de Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae)
e Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)

Tarcisio de Freitas Milagres

Belo Horizonte - MG
2019



Tarcisio de Freitas Milagres

Acdo de anticoagulantes na atividade enzimatica de proteases e carboidrases do
intestino médio de Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae)
e Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pbés- Graduacdo em Parasitologia do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais,
como requisito para obtengdo do titulo de
Mestre em Parasitologia.

Orientador: Prof. Dr. Mauricio Roberto Viana Sant’ Anna
Coorientador: Prof. Dr. Nelder Figueiredo Gontijo

Belo Horizonte - MG

2019



043

Milagres, Tarcisio de Freitas.

Acdo de anticoagulantes na atividade enzimatica de proteases e carboidrases
do intestino médio de Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae)
e Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) [manuscrito] / Tarcisio de Freitas Milagres. -
2019.

69f.: il.; 29,5 cm.

Orientador: Prof. Dr. Mauricio Roberto Viana Sant’ Anna. Coorientador: Prof.
Dr. Nelder Figueiredo Gontijo.

Dissertacao (mestrado) - Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Biologicas. Programa de P6s-Graduagdo em Parasitologia.

1. Aedes. 2. Lutzomyia longipalpis - Teses. 3. Psychodidae. 4. Dipteros. 5.
Anticoagulantes. 6. Digestao. I. Sant’ Anna, Mauricio Roberto Viana. II. Gontijo,
Nelder Figueiredo. III. Universidade Federal de Minas Gerais. Instituto de
Ciéncias Biologicas. IV. Titulo.

CDU: 576.88/.89

Ficha catalografica elaborada pela bibliotecaria Rosilene Moreira Coelho de Sa - CRB 6 - 2726




‘I

r."‘-
et
3 e "
o i
=i 3
2
= &
|_'- U:} - .'
%S
AN e
"‘.

MIYEEs

“..l"".".
]

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
COLEGIADO DO PROGRAMA DE GRADUAC/'f\O POS-GRADUACAO EM PARASITOLOGIA
FOLHA DE APROVACAO
DEFESA DE DISSERTACAO - NUMERO: 400/2019

TITULO: "ACAO DE ANTICOAGULANTES NA ATIVIDADE ENZIMATICA DE PROTEASES E
CARBOIDRASES DO INTESTINO MEDIO DE LUTZOMYIA LONGIPALPIS (DIPTERA: PSYCHODIDAE) E
AEDES AEGYPTI (DIPTERA: CULICIDAE)"

ALUNO: TARCISIO DE FREITAS MILAGRES

AREA DE CONCENTRAGAO: ENTOMOLOGIA

Dissertacdo de Mestrado defendida e aprovada, no dia vinte e nove de marco de 2019, pela
Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de P6s-Graduacgéo Parasitologia
da Universidade Federal de Minas Gerais constituida pelos seguintes doutores:

Vladimir Fazito do vale

FIOCRUZ - MG

Daniella Castanheira Bartholomeu

UFMG

Nelder de Figueiredo Gontijo - Coorientador

UFMG

Mauricio Roberto Viana Sant'Anna- Orientador

UFMG



Belo Horizonte, 29 de marco de 2019.

Documento assinado eletronicamente por Helida Monteiro de Andrade, Coordenador(a), em
08/09/2022, as 10:32, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no art. 5° do
Decreto n® 10.543, de 13 de novembro de 2020.

—
il
S€lk &

eletrbnica

1 acao=documento conferir&id orgao acesso externo=0, informando o cédigo verificador
1743191 e o c6digo CRC B3B69B63.

Referéncia: Processo n° 23072.253838/2022-70 SEl n°® 1743191


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

“O importante é o que importa. O resto ¢ secundario” — Seu Neldi



Trabalho realizado no Laboratério de Fisiologia de Insetos Hematéfagos do
Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade
Federal de Minas Gerais, com auxilio financeiro da Coordenacgao de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).



Aos meus mais que amados pais, Antonio e Graca, que nunca mediram esforgos para
a minha realizagéo.

Ao meu querido irméo André, agora futuro papai!

Aos meus alicerces em toda essa trajetdria pessoal/profissional, Jozi e Andrey. Séo
meu porto seguro nessa jornada.



AGRADECIMENTOS

Ao Ricardo Toshio Fujiwara, coordenador do Programa de Pds-Graduagdo em
Parasitologia do ICB/UFMG, que, mesmo antes de ser aluno da instituicdo, me acolheu e
aconselhou com carinho e respeito.

Aos meus colegas de classe, principalmente os do “motim”. Cheios de polémicas, afeto,
e muitos causos pra contar, tornaram minha caminha na UFMG muito mais viva.

A Sibele e a Sumara, secretarias do programa, que do comeco ao fim dessa trajetoria,
seguraram as minhas maos e ndo soltaram mais.

A todos meus colegas do LFIH que dividiram comigo, sem egoismos, seus conhecimentos
e sabedorias, me auxiliando em meu trabalho (e as vezes fora dele) sempre que precisei.

Ao César Nonato, técnico mais multitarefas e competente que conheci, além de ser a
pessoa mais politizada desse ICB.

Ao Mauricio, meu orientador, que me acolheu ndo s6 como seu aluno, mas também como
pessoa. Sem duvida se tornou um grande parceiro. Muita gratiddo envolvidal

Ao Nelder, meu petralha favorito no mundo. Grande ser humano, dono de um coracéo
gigante! Ah, se eu tivesse metade da sua sabedoria... uma verdadeira honra ser seu
orientado.

A todos os professores de LFIH que participaram direta ou indiretamente desse trabalho.

Aos melhores amigos que alguém pode ter no mundo: Thaysa, Camila, Mirray, e Helena.
N&o teria conseguido sem o0 amor de vocés.

Aos amigos do CBAV, em especial ao Renato e a Pops. Verdadeiras forcas que me
inspiram como profissional.

Ao Paulo Marcos da Matta Guedes, coordenador do Programa de Pds Graduacdo em
Biologia Parasitaria-UFRN, que me aceitou como aluno especial nas disciplinas de
“Parasitologia e Campo” e “Parasitologia € Comunidade”. Minhas maiores notas e um
dos maiores orgulhos desse mestrado.

Aos meus estimados colegas da UFLA, que continuam me inspirando, ainda que
distantes.

A todos os meus familiares e amigos que torceram por mim nessa trajetoria.
A UFMG pela formag&o profissional.

A CAPES pela concessdo da bolsa de estudos.



RESUMO

As leishmanioses sdo um complexo de doencgas causadas por espécies de
protozoarios parasitos do género Leishmania, sendo transmitidos aos seus hospedeiros
vertebrados por insetos denominados flebotomineos. Leishmania infantum, o agente
etioldgico da leishmaniose visceral, é transmitida aos hospedeiros vertebrados no novo
mundo atraves da picada de fémeas de Lutzomyia longipalpis (Diptera, Psychodidae). O
Aedes aegypti, espéecie pertencente a ordem Diptera, familia Culicidae, € uma espécie
cosmopolita e apresenta habito extremamente adaptado aos ambientes urbano e
domestico, sendo o vetor urbano de arboviroses como Dengue, Chikungunya, Zika e febre
amarela. Para um melhor entendimento da fisiologia digestiva de insetos vetores,
alimentacdes artificiais contendo farmacos que possam manipular sua fisiologia digestiva
sdo corriqueiramente utilizadas. Uma vez que o sangue é retirado do hospedeiro
vertebrado e administrado via alimentador artificial, a adi¢cdo de anticoagulantes se faz
necessaria. O presente estudo tenta desvendar a possivel interferéncia que anticoagulantes
possam ter na atividade de proteases e glicosidases intestinais de dois vetores de suma
importancia na transmissao de parasitoses e arboviroses a seres humanos: L. longipalpis
e A. aegypti. A atividade intestinal das enzimas a-glicosidase, aminopeptidase, tripsina,
e N-acetyl-B-D-hexosaminidase foram avaliadas na presenca dos anticoagulantes
heparina nas concentragdes de 2U e 150U, citrato de sddio, e EDTA. Observamos que a
utilizagdo de heparina na concentracdo de 2U/mL resultou em uma atividade de a-
glicosidase com perfil de atividade enzimdtica 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 a-glicosidase intestinal de 4. aegypti, uma
vez que o perfil enzimatico observado para este coagulante se assemelha ao perfil
observado para insetos alimentados em hospedeiro humano, assim como 0 citrato de
sodio e heparina (2U/mL) sdo os anticoagulantes de escolha para o estudo da atividade
de hexosaminidase intestinal de L. longipalpis. Em relagdo a atividade de hexosaminidase
intestinal de A. aegypti, a escolha de um anticoagulante parece ndo ter influencia na
atividade enzimaética. 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 tripsinolitica intestinal de L.
longipalpis, sendo que heparina (nas concentra¢bes de 2U/mL e 150U/mL) é o
anticoagulante de escolha para estudo desta atividade nesta espécie de flebotomineo.
Vimos também que citrato de sddio e EDTA sdo os anticoagulantes de escolha para o
estudo da atividade tripsinolitica intestinal de 4. aegypti. Concluimos que a escolha
correta de um anticoagulante ¢ fundamental para o estudo da atividade de proteases
intestinais de insetos nematoceros hematofagos. O estudo da influéncia de
anticoagulantes em experimentos de atividade enzimatica intestinal de insetos
hemat6fagos torna-se importante para que conclusbes experimentais ndo sejam
mascaradas pela influéncia direta da agdo de um anticoagulante na fisiologia intestinal.

PALAVRAS-CHAVE: Aedes aegypti, Lutzomyia longipalpis, Anticoagulantes,
enzimas digestivas, alimentacdo artificial.



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 o-glucosidase, aminopeptidase, trypsin, and N-acetyl-B-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 a-glycosidase
activity profile activity, suggesting that heparin is the anticoagulant of choice to study o-
glycosidase activity in L. longipalpis. EDTA seems to be the best anticoagulant choice to
study A. aegypti intestinal a-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.INRODUCAO

1.1 O vetor Lutzomyia longipalpis

No Brasil, a transmissdo de Leishmania infantum, principal agente etiologico da
leishmaniose visceral (LV) se da pela picada de fémeas de insetos dipteros pertencentes
a familia 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 flebotomineos sdo insetos holometabolos, com seu ciclo de vida envolvendo uma fase
de ovo, quatro estagios larvarios, seguindo de pupa e o estagio final de adulto alado
(Monteiro, 2012), (Figura 1). A postura de ovos ¢ realizada em micro-habitats terrestres,
ricos em matéria organica (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 fémea adulta de flebotomineos ¢ capaz
de realizar uma postura de dois a 80 ovos, com média em 28 ovos por fémea (Morales et
al., 2005), e levam em média oito dias e meio para eclodirem (Ferro et al., 1998).

As larvas s3o cobertas de cerdas, esbranquicadas e de aspecto vermiforme. As formas
imaturas tém habitat terrestre, desenvolvendo-se em locais ricos em matéria organica em
decomposicao, especialmente de natureza vegetal (Aguiar & Medeiros, 2003). Seu corpo
¢ dividido em cabega, trés seguimentos toracicos € nove seguimentos abdominais. A
cabega ¢ recoberta de espinhos, possui um par de antenas e as pecas bucais sdo do tipo
mastigador. O térax, apesar de menos desenvolvido, € recoberto por cerdas, o que pode
ser utilizado para identificagdo da espécie. Os dois ultimos segmentos do abdomen sdo
diferenciados dos demais, possuindo falsas patas abdominais que se dedicam a
locomogdo. E também no ultimo segmento, que existem estruturas responsaveis pela
fixacdo da larva no momento da muda (Leite & Williams, 1997). Sdo 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, ¢ dividida em
cefalotorax e abdomen, fica aderida a um substrato endurecido até o momento da eclosao
apds uma média de 15 dias (Ferro et al., 1998), quando sua coloragdo assume um tom
mais escuro (Brazil & Brazil, 2003).

Os adultos sdo amarelados (cor de palha), pequenos, com cerca de 2,5 mm de
comprimento. As pernas sdo longas e delgadas, possuem voo saltitante e de curto alcance.
As asa sd0 hialinas e densamente revestidas de cerdas longas. Quando o animal estd em
repouso, elas se mantém eretas, em posi¢ao de “asa delta”. Durante o dia, o inseto abriga-
se em locais onde possa proteger-se das mudangas bruscas que ocorrem no meio
ambiente, que o afeta devido a sua superficie corporal, que apresenta um revestimento
quitinoso delgado (Aguiar et al., 1987). A umidade ¢ o fator determinante a manutencao
destes insetos em abrigos, como troncos de arvores, tocas de tatu, folhas caidas no solo,
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grutas, fendas nas rochas, anexos de animais domésticos e até paredes externas e internas
de domicilio, que possuem as condi¢des adequadas (Aguiar & Medeiros, 2003).

Figura 1 :Ciclo Holometibolo de insetos da familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae. A) Ovos; B) Larva; C) Pupa; D) Adulto emergindo; E) Adulto.

Os adultos diferem dos demais dipteros da familia Psychodidae, por possuirem
corpo mais delgado e pernas mais longas e delgadas. Os adultos de uma mesma espécie,
apresentam dimorfismo sexual e diferem-se também pelo habito alimentar. Tanto as
fémeas como os machos se alimentam de fontes de agucar para produzir energia e manter
a homeostasia (Azevedo et al., 2011), no entanto as fémeas também necessitam de sangue
na alimentacdo, para possibilitar a maturagcdo de seus ovos (Monteiro, 2012).
Morfologicamente, as principais diferencas entre sexo estdo nos ultimos segmentos
abdominais, que sao modificados para constituir a genitalia, € nas proboscides, em que a
fémea a possui longa e adaptada para picar e sugar (Brazil & Brazil, 2003).

Com relacdo a dispersdao, de acordo com Chianots et al., 1974, o alcance de
flebotomineos € pequeno, limitando-se a 200 metros ou menos. A densidade populacional
sofre grande interferéncia pela variagdo das estagdes do ano (Oliveira et al., 2003;
Andrade, 2010). Em areas tropicais, a densidade populacional de flebotomineos aumenta
durante ou apds periodos chuvosos, pois € a alta umidade resultante das primeiras chuvas
que proporciona a eclosdo das pupas e maior atividade destes insetos fora de seus abrigos
(Almeida et al., 2010). Usualmente se registra uma redu¢do populacional durante longos
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periodos secos (Tesh, 1988), resultando um complexo dependente de fatores biodticos,
fisicos e ambiental (Lewis, 1974). De acordo com Killick-kendrick (1990a, 1990b, os
flebotomineos sdo os vetores de parasitos do género Leishmania no mundo, embora
algumas espécies de Leishmania pertencentes ao subgénero Mundinia sejam transmitidas
a hospedeiros invertebrados por dipteros ceratopogonideos (Dougall et al., 2011; Seblova
et al., 2015; Cotton, 2017).

1.1.2 Epidemiologia de Leishmaniose Visceral

Existem duas formas clinicas principais das leishmanioses: a leishmaniose
tegumentar (LT), que ¢ subdividida em: forma cutinea, muco-cutanea, cutaneodifusa e
disseminada, ¢ a leishmaniose visceral (LV). A LV, também chamada de calazar, ¢ a de
maior relevancia, pois apresenta alta morbidade e alta letalidade, especialmente entre
criangcas e pessoas imunocomprometidas. (Desjeus, 2004). Estima-se que ocorram,
anualmente, de 700 mil a 1 milhdo de novos casos de leishmanioses, € de 20 mil a 30 mil
novos obitos (OMS, 2017). No entanto, o nimero de casos relatados ¢ bem menor, devido
ao fato dessas doengas serem extremamente subnotificadas (Alvar et al., 2012; Maia-
Elkhoury et al., 2007).

Mais de 90% dos casos de LV estdo concentrados em seis paises: Bangladesh,
Brasil, Etiopia, India, Sudio e Sudio do Sul (Mondal, 2012; Abubakar et al., 2014; OMS,
2014), (Figura 2). As leishmanioses sdo causadas por diversas espécies de Leishmania
(Killick-kendrick, 1990). Na América do Sul, a LV ¢ uma zoonose causada pela espécie
Leishmania infantum e que tem o cdo como seu principal reservatdrio no ambiente
urbano. A LV ¢ responsavel por elevada morbidade e mortalidade caso ndo seja
diagnosticada e tratada precocemente; ¢ considerada a segunda maior causa de mortes por
doengas parasitarias no mundo, atras apenas da malaria (Alvar et al., 2013).
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Figura 2 — Situacio da Leishmaniose Visceral no mundo. Cores mais escuras
correspondem a um maior niumero de casos novos da doen¢a naquele pais. Fonte:
OMS, 2016.

Apesar dos esfor¢os no controle de vetores e reservatorios, a doenga encontra-se
em rapida expansdo, por isso representa uma ameaga para a populagdo e preocupa as
autoridades sanitarias. Embora tenham sido investidos recursos e estabelecidas rotinas
para o tratamento especifico da leishmaniose visceral, estas medidas ndo t€ém sido
suficientes, uma vez que o pais vem registrando um aumento na incidéncia e na letalidade
em diversas regides (Leite e Aratijo, 2013).

1.2 O Vetor Aedes aegypti

O 4. aegypti ¢ um inseto diptero, pertencente a Familia Culicidae. Os adultos sao
alados, possuem pernas e antenas longas, sendo as fémeas hematofagas (Consoli et al.,
1998). O mosquito se desenvolve através de metamorfose completa, e o ciclo bioldgico
compreende as seguintes fases: ovo, larva (L1, L2, L3, e L4), pupa e adulto e que
apresenta habito extremamente adaptado aos ambientes urbano e doméstico, sendo
considerado um mosquito diurno (Natal 2002). Os criadouros preferenciais sdo aqueles
que acumulam &4gua limpa, pobres em matéria organica, sombreados, com fundos e
paredes escuras A fémea adulta de A. aegypti seleciona o local de oviposicao influenciada
pela luz, pela cor do recipiente, pela temperatura, pelo grau de salinidade e por outras
caracteristicas favoraveis (Vianna, 2001).

Countries reporting
imported VL cases

Russian Federation - 2
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Figura 3: Ciclo Holometabolo do Aedes aegypti. Fonte: Instituto Oswaldo Cruz (2010).

Ambos, fémeas ¢ 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 fémea ¢
hematdfaga, sendo nutrientes do sangue armazenados como reservas nutricionais
(Naksathit et al., 1999), usados em outros processos metabolicos (Zhou et al., 2004), ou
usados para a produgdo de ovos (Ziegler e Ibrahim, 2001). O sangue animal € rico em
proteinas e sua digestdo ¢ principalmente facilitada por proteases, proteinas,
particularmente tripsinas (Barillas-Mury et al., 1995; Noriega et al., 1994; Noriega et al.,
2001). Uma alta porcentagem de aminoacidos derivados de sangue ¢ enviada para o corpo
gorduroso onde sdo usados para produzir as proteinas precursoras de vitelogenina que
desempenham um papel critico na vitelogénese (Attardo et al., 2005; Raikhel et al., 2002).
Componentes sanguineos ndo digeridos e compostos potencialmente prejudiciais que
contém amonia ou ferro sdo metabolizados, desintoxicados e, em seguida, excretados
(Graca Souza et al., 2006).

1.2.1 Importancia epidemiologica de A. aegypti

A alimentacdo de sangue pelo Aedes aegypti ¢ essencial para a sua reprodugao,
mas também permite que o mosquito atue como vetor para patégenos humanos
importantes, sendo esse inseto o principal vetor urbano de Febre Amarela, sendo também
o vetor primario de arbovirus que causam a Dengue, Chikungunya e Zika (Gloria-Soria
et al. 2016). O intestino médio durante a digestdo do sangue ¢ um importante local de
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interacao entre 0 mosquito € 0s virus que o mesmo transmite, uma vez que este 6rgao € o
primeiro ponto de contato entre os virus e o inseto vetor.

A dengue ¢ uma doenga infecciosa, febril e aguda, causada por um arbovirus do
género Flavivirus, familia Flaviridae chamado de virus dengue (DENV) (Brasil, 2010).
A importancia da dengue para a saude publica ¢ amplamente conhecida, dada a sua grande
magnitude epidemioldgica e amplitude demografica, que levam a grandes epidemias em
regides tropicais e subtropicais do mundo (Barbosa; Lourengo, 2010). A febre alta
acompanhada de dores de cabeca, dores por todo o corpo, seja nos musculos ou nas
articulagdes, fraqueza, além da possivel perda de peso, niuseas, vOmitos ocasionais,
erupgao e coceira na pele, sdo os principais sintomas (Guerdan 2010). DENV-1, 2,3, ¢4
sao os 4 sorotipos mais conhecidos do virus causador da dengue. Entretanto,
recentemente, um novo sorotipo foi identificado, o DENV-5 (MUSTAFA et al., 2014). A
cepa, o sorotipo do virus infectante, o estado imunologico, idade e antecedentes genéticos
e humorais do hospedeiro humano e a ocorréncia de infec¢des secundarias por outros
sorotipos sdo fatores que influenciam diretamente na ocorréncia da forma grave da doenca
(Simmons et al., 2012).

A chikungunya ¢ uma doenga febril aguda ocasionada por um arbovirus do género
Alphavirus da familia Togaviridae. Individuos infectados pelo virus apresentam sintomas
classicos, como febre alta, erupcao cutanea e poliartralgia. (Powers; Logue, 2007; Staples
et al., 2009). Apds o aparecimento da febre, grande parte dos doentes desenvolve dores
intensas e debilitantes nas articulagdes, 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, nauseas,
vomitos, fraqueza e mialgias.

O virus Zika (ZIKV) ¢ um arbovirus do género Flavivirus, familia Flaviridae. Os
sintomas sdo semelhantes aos da dengue, mas geralmente menos graves. As
manifestagdes clinicas incluem o exantema macopapular no rosto, tronco € membros.
Infectados também podem desenvolver dor de cabega, mal-estar, febre transitoria e dores
no corpo. Outras manifestagdes incluem anorexia, diarreia, constipacao, dor abdominal,
tonturas, prurido, conjuntivite e artralgia (Hayes, 2009). A infec¢ao por ZIKV tem sido
associada a desordens com acometimentos neurologicos em pessoas infectadas e a casos
de microcefalia em bebés cujas maes foram acometidas pelo virus durante a gestacao, em
especial no primeiro trimestre (OPAS/OMS, 2016).

O A. aegypti esté distribuido pelos cinco continentes (Kraemer et al. 2015) e no
Brasil estd presente nos vinte e sete estados da Federagdo, distribuido em
aproximadamente 4.523 municipios (Zara et al. 2016). Por ser uma espécie de mosquito
cosmopolita, antropofilica e susceptivel aos virus 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 paises do mundo a ocorréncia 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 digestao do
sangue

A hematofagia surgiu independentemente por varias vezes ao longo da evolugao
dos artropodes (Ribeiro, 1995). A adaptacao a este novo modo de alimentagdo constituiu
em um processo complexo, envolvendo modificacdes significativa nestes artropodes,
como por exemplo alteragdes nas pecas bucais para melhor acesso a vasos sanguineos na
pele dos hospedeiros vertebrados (Peres-Silva et al., 2012), glandulas salivares
expressando moléculas que atuam contra a hemostasia do hospedeiro (vasoconstri¢ao,
coagulagdo, agregacdo plaquetaria e reagdes inflamatoérias locais)(Ribeiro, 1987; 1995) e
modificacdes no intestino médio para neutralizar lesdes causadas pelas reacgdes
imunologicas em decorréncia de moléculas presentes no sangue, bem como modificagdes
para otimizar a digestdo e absor¢do de nutrientes (Khattab et al., 2015; Ribeiro, 1996;
Stark & James, 1996). Ao adquirir este modo de alimentagdo, artropodes também
passaram a entrar em contato com agentes patogenos, funcionando como vetores dos
mesmos a hospedeiros vertebrados (Peres-Silva et al., 2012).

O sangue ¢ um alimento rico em nutrientes, constituido por proteinas, em sua
maioria por células vermelhas (80%), além de albumina e imunoglobulinas (Wicher &
Fries, 2006). A digestdo do sangue resulta na liberacdo de peptideos, aminoacidos e
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grande quantidade de heme, que ¢ o grupamento ndo protéico da molécula de
hemoglobina presente nas hemacias (Peres-Silva et al., 2012). A digestdo do sangue e
absor¢do de nutrientes ocorre em diferentes compartimentos de acordo com grupos
diferentes de insetos hematofagos. Alguns insetos armazenam o sangue em um
compartimento do intestino antes de transporta-lo para ser digerido em um outro
compartimento deste 6rgao. Na mosca tsé-tsé¢ e triatomineos, o sangue ¢ armazenado no
intestino médio, sendo digerido no intestino posterior. Ja em outros grupos como pulgas,
piolhos, mosquitos e flebotomineos, o sangue ¢ armazenado e digerido no intestino médio
destes insetos (Lehane, 1991)(Figura 5).

Pulgas e piolhos Mosquitos e flebotomineos

C D
Hemipteros Mosca Tsé-tsé, Stomoxys e tabanideos
H]m]ﬂﬂ Armazenamento

Digestdo e absor¢do

Figura 5: Compartimentalizacio do tubo digestivo de insetos hematofagos. O trato
digestivo de insetos hematdfagos podem ser dividido em dois tipos: tubo continuo (A e
C) ou tubo com a presenga de diverticulos (B e D). Insetos hematéfagos também podem
ser divididos em categorias de acordo com a metodologia de absorcao e digestdo do
repasto sanguineo. Os insetos de digestdo em lote (“batch processors”) comegam a
digestdo a partir da entrada do sangue sobre o bolo alimentar (A e B) e os de digestao
continua, com partes de intestino estocando o sangue e transmitindo partes do mesmo
para uma outra regido onde acontece a digestao e absor¢ao (C e D). Adaptado de Lehane,
1991.



23

O sangue ingerido € envolto por uma matriz acelular que ¢ secretada pelas células
do intestino e que separa o bolo alimentar da camada unicelular deste 6rgao (Billingsley
& Lehane, 1996). A mesma ¢ constituida por mucopolissacarideos, principalmente
quitina, e tem como fungdo a protecdo das células intestinais da proliferacdo bacteriana
que ocorre no bolo alimentar, bem como proteger os enterdcitos da abrasividade da
digestdo (Lehane, 1991). Este tipo de membrana peritréfica do tipo 1 estd ausente em
insetos nao alimentados de sangue e ¢ produzida pelo intestino depois da ingestao do
mesmo, sendo observada em insetos como flebotomineos, mosquitos, ceratopogonideos
e tabanideos. O outro tipo de matriz peritrofica (tipo 2) € constantemente produzida
continuamente pelo proventriculo e formam um cilindro cobrindo o intestino de insetos
alimentados e ndo alimentados, estando presente em grupos de insetos como dipteros da
familia Muscidae, Hippoboscidae e mosca tsé-sté. A matriz peritréfica ¢ uma malha semi-
permedvel que permite o transito de enzimas digestivas e peptideos (Billingsley &
Lehane, 1996).

J4

Como o sangue de vertebrados ¢ constituido principalmente de proteinas,
proteases sdo importantes na digestdo sanguinea. A maioria dos insetos hematofagos
utilizam-se de serino endopeptidases para a digestdo inicial no espaco endoperitréfico
(dentro da matriz peritrofica). A parte intermediaria da digestdo ¢ realizada por enzimas
do tipo carboxipeptidases e aminopeptidases que se encontram ancoradas na superficie
dos enterdcitos, ocorrendo entdo no espaco ectoperitrofico (Peres-Silva et al., 2012). Em
mosquitos e flebotomineos, a digestdo primdaria das proteinas ¢é feita por isoformas de
tripsina que sao produzidas em diferentes tempos durante a alimentagdo. As tripsinas sao
serino proteases que clivam cadeias proteicas no lado carboxilico dos aminoacidos
basicos, tais como arginina ou lisina. Atividade digestiva semelhante a tripsina foi
relatada na maioria das espécies de insetos examinadas (Applebaum, 1985). As excegoes
importantes sdo espécies de Hemiptera e espécies pertencentes a série Cucujiformia de
Coleoptera. Em flebotomineos, 4 tripsinas foram descritas, sendo que uma isoforma
chamada de Lltryp2 ¢é expressa de forma constitutiva, enquanto que a expressdo de
Lltryp1 ¢ induzida pelo repasto sanguineo, atingindo pico de expressdo a 12 horas apds o
repasto sanguineo, retornando aos niveis de expressdo iguais aos de insetos ndo
alimentados a 72 horas ap6s o repasto (Telleria et al., 2007). Sabe-se que a atividade
proteolitica desencadeada pela digestao do sangue causa um impacto no desenvolvimento
de Leishmania no tubo digestivo de seu inseto vetor. Ocorre uma reducao do niamero de
promastigotas de Leishmania no tubo digestivo de flebotomineos que ndo sio seus vetores
naturais durante o inicio do processo de digestao (Lawyer et al. 1990, Schlein & Jacobson
1998). Além disso, a Leishmania é capaz de modular o nivel de proteases no intestino
médio apds um repasto sanguineo infeccioso e que a diminuicao da atividade tripsinolitica
¢ 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 populagdao de promastigotas
de Leishmania tendeu a aumentar quando a atividade de tripsina 1 de L. longipalpis foi
reduzida por RNAi. Mais recentemente, a infeccdo de L. longipalpis por L. infantum
reduziu a atividade tripsinolitica no intestino desses flebétomos em comparagdo com
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insetos ndo infectados (Santos et al. 2014). A reducdo da producao de proteases no
intestino de flebotomineos provavelmente favorece o estabelecimento de espécies de
Leishmania no intestino do inseto vetor uma vez que as formas de transicdo amastigota-
promastigota sdo especialmente sensiveis as 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 sensivel as
enzimas digestivas sdao as formas promastigotas. Além disso, os autores provaram que
proteinases nao atuam diretamente sobre Leishmania € que a geragao de stress oxidativo
devido a digestao da hemoglobina via libragdo de heme seria a causa de mortalidade do
parasito. De fato, o contato com substancias que geram stress oxidativo ¢ deletério para
Leishmania (Diaz-Albiter et al., 2012).

Desta forma, a atividade proteolitica no intestino de flebotomineos, além de ser
responsavel pela digestdo, ¢ uma das barreiras que reduz a competéncia de Leishmania
em se desenvolver no compartimento intestinal. Assim sendo, habilidade de escapar da
atividade proteolitica no intestino do inseto vetor poderia ser um fator determinante para
0 sucesso ou nao da progressao da infecgao.

Em mosquitos, as tripsinas sdo responsdveis a maior parte da atividade
endoproteolitica (Yang e Davies, 1971; Briegel e Lea, 1975). A ingestao de sangue pelo
mosquito Aedes aegypti resulta em um aumento nas atividades de proteinase, até 24 h
apos a alimentacdo (Fisk, 1950; Fisk e Shambaugh, 1952). A principal proteinase ¢ a
tripsina (Gooding, 1966), mas as atividades de quimotripsina (Gooding, 1969) e
aminopeptidase (Graf e Briegel, 1982) também estdo presentes no intestino médio. Em
A. aegypti, a tripsina inativa ¢ liberada de pequenas vesiculas secretoras dentro das células
epiteliais do intestino médio para o limen do intestino médio posterior, onde a enzima ¢
ativada (Graf et al., 1986). A ingestao de sangue induz duas fases de sintese de tripsina
no intestino médio de fémeas de Aedes aegypti. A primeira fase, que engloba as primeiras
4-6 horas ap6s uma refeicdo de sangue, ¢ caracterizada pela presenca de pequenas
quantidades de tripsina minoritaria (Noriega et al., 1996). A segunda fase, que ocorre
entre 8 e 36 horas apds o fornecimento de sangue, ¢ caracterizada pela presenca de
grandes quantidades de tripsina (Graf et al., 1988). A atividade enzimadtica de tripsina
minoritaria desempenha um papel tnico e critico na regulacdo da sintese tardia de
tripsina, funcionando como um "sensor", realizando protedlise limitada das proteinas
ingeridas e, de alguma forma, os produtos desta proteolise limitada induzem a sintese da
tripsina tardia, que € a protease responsavel pela maioria da clivagem endoproteolitica
das proteinas do repasto (Barillas-Mury et al. 1995). O RNA mensageiro da tripsina
minoritaria esta presente no intestino médio de fémeas nao alimentadas mas sua tradugado
ocorre somente apds a ingestdo do sangue, ainda rapidamente nas primeiras 8 horas apds
o repasto (Noriega et al., 1996). Duas tripsinas sao responsaveis pela atividade majoritaria
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 sintese tem pico a 24 horas apds a
ingestdo de sangue, com regulagdo ao nivel transcricional.
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Além de tripsinas, mosquitos apresentam outras atividades de endopeptidades no
intestino. Em A. aegypti, 0o mRNA da quimotripsina ¢ produzido apds a emergéncia mas
sua sintese protéica ¢ induzida pelo repasto sanguineo, mantendo-se alta durante a
digestao e caindo a niveis basais apds o fim deste processo (Jiang et al., 1997).

Entre as exopeptidases, o gene da carboxipeptidase A de A. aegypti apresenta pico
de expressao entre 16 e 24 horas ap6s o repasto sanguineo (Edwards et al., 2000). As
exopeptidases aminopeptidase, carboxipeptidase A e carboxipeptidase B possuem perfis
de expressao semelhante de expressdo ao da tripsina induzida pelo repasto, com picos de
atividade entre 20 e 24 horas ap6s a alimentacao (Noriega et al., 2002).

As aminopeptidases hidrolisam os aminoécidos isolados do terminal N da cadeia
peptidica e sdo classificados com base na sua dependéncia dos ions metalicos e da
especificidade do substrato. As aminopeptidases digestivas mais conhecidas sdo aquelas
encontradas em intestinos de mamiferos associadas as membranas microvilares ou ao
citosol (leucina aminopeptidase, aminopeptidase B e tripeptideo aminopeptidase) dos
enterdcitos, sendo que aminopeptidases de insetos sao encontradas no intestino (Terra,
W. R., & Ferreira, C. 1994). A aminopeptidase em 4. aegypti ¢ detectavel em varios
niveis de atividade durante todas as fases do ciclo vital, € no intestino médio adulto, é
estimulada pela presenca de sangue, sendo igualmente associada com o epitélio do
intestino médio e o espago ectoperitréfico (Graf R, Briegel H, 1982). Outros estudos
demonstraram a distribui¢ao espacial das enzimas através do intestino médio do mosquito
e sugeriram que a membrana peritrofica pode servir como um filtro molecular para as
proteinas do sangue, como separacdo de eventos hidroliticos no limen e como uma
camada importante na separacdo de enzimas e inibidores (Borovsky 1986, Van Handel &
Romoser, 1987).

Além da alimentacdo sanguinea, necessdria para maturagdo dos ovos, os insetos
hematofagos das familias Culicidade e da familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae, alimentam-se de solu¢des acucaradas provenientes de plantas (néctar de
flores, frutos) ou de solugdes acucaradas de afideos no caso dos flebotomineos (Chaniotis,
1974). Portanto, o intestino destes insetos expressam enzimas para digestao de actcares.

As glicosidases sao geralmente nomeadas com base no monossacarideo que da seu grupo
redutor a ligacao glicosidica e na configuracao (o ou ) dessa ligagdo. Esta classificagao
implica que uma enzima pode clivar varios substratos e que um substrato pode ser clivada
por diferentes enzimas. As a-glucosidases sao enzimas intestinais em insetos envolvidas
na quebra de carboidratos complexos como amido e glicogénio em seus mondmeros. As
mesmas catalisam a clivagem terminal de residuos a-1-4 de glicose a partir de aril (ou
alquil) glicosideos, dissacarideos ou oligossacarideos (Terra, 2005). Glicosidases t€ém um
papel significativo na fisiologia das flebotomineas e no estabelecimento de interagdes
com espécies de Leishmania, principalmente a-glicosidases. A presenca de glicosidases
digestivas em flebotomineos 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 a-glicosidase no intestino de L. longipalpis, mostrando que
esta enzima possui sua atividade ligada a membrana do intestino deste inseto, mostrando
pico de atividade em torno de pH=6. A atividade da a-glicosidase ¢ elevada no intestino
médio posterior apds a alimentacdo em resposta a refeicdo sanguinea, enquanto a
atividade no intestino anterior ¢ consistente com um papel de processamento de néctar
para essa regido do intestino médio (Billingsley, P. F., & Hecker, H. 1991).

A fungdo da N-acetil-B-d-hexosaminidase provavelmente ¢ o de finalizar a
digestdo da quitina, atuando sobre os oligossacarideos gerados por essa quitinas.
Alternativamente, esta enzima pode estar envolvida na digestdo de glicoproteinas
(Moraes et al., 2012). A enzima ¢ encontrada no glicocalix de células do intestino médio
e no espaco ectoperitrofico de larvas de Rhynchasciara americana (Diptera, Sciaridae)
(Terra e Ferreira, 1983). O papel fisioldgico da enzima ¢ provavelmente a hidrdlise de
compostos ligados a N-acetil-glicosamina, como a difusdo de glicoproteinas a partir do
espaco endoperitrofico. Esta enzima tem um pH optimo 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 quitinolitico no
intestino destes insetos.

1.4 Alimentacao artificial e os anticoagulantes

A alimentacdo artificial ¢ uma das alternativas para infecgdes experimentais em
insetos. Para alimentacdo por membrana, amastigotas ou promastigotas sao misturados
com sangue e oferecidos aos flebotomineos usando-se de um alimentador artificial. Este
método permite padronizar a concentragdo de parasitas no repasto sanguineo infeccioso.
Se configurado corretamente, este método produz taxas de infeccdo constantes e muito
altas (mais de 90%). O mesmo também permite manipular o numero de parasitos
ingeridos que podem ser Uteis para estudos de suscetibilidade em vetores. (Dostalova et
al., 2012). Dos varios tipos de membranas disponiveis, os melhores resultados para
flebotomineos foram obtidos utilizando pele de pintos com até 7 dias de idade (Modi,
1997; Volf & Volfova, 2011). Membranas de Parafilm ndo sdo recomendadas para
qualquer espécie de flebotomineo, apesar de funcionar bem para mosquitos. As penas sao
removidas da pele sobrepondo a regido do peito e a pele é cuidadosamente dissecada
longe do corpo. E lavada com etanol a 70% salina estéril e armazenada a -20 ° C. Pouco
antes do uso, a membrana ¢ descongelada, lavada em solucao salina estéril e colocada
sobre a abertura do alimentador com a superficie externa voltada para fora. Experimentos
de infec¢do recentes de flebotomineos utilizam-se do aparelho Hemotek® inventado para
manuten¢do de colonias de mosquitos em laboratdrio (Sant’Anna et al., 2009; 2012;
2014).
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Figura 6: Aparelho Hemotek utilizado em alimentagdes artificiais de insetos

hematofagos, especialmente mosquitos e flebotomineos.

Estudos laboratoriais de biologia e/ou interagdo mosquito-patdgeno 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
conscientizacdo sobre o bem-estar animal e o rigor na regulamentagdo que rege o uso
cientifico de animais para pesquisa, juntamente com a inconveniéncia de usar animais
vivos como hospedeiros de sangue, levaram ao impeto para o desenvolvimento de um
sistema de alimentacdo de sangue de membrana, artificial, barato e facil de usar (Deng et
al., 2012). A alimentacdo sanguinea artificial precisa de sangue, especialmente de
humanos, o hospedeiro de muitos mosquitos. O sangue precisa de anticoagulante para
impedir a coagulagdo, para que os mosquitos possam se alimentar adequadamente. O
anticoagulante de uso pode causar alteracdo no funcionamento de enzimas intestinais,
provocando alteragdes fisioldgicas significativas, além de poder afetar o ciclo reprodutivo
dos insetos e a quantidade de sangue ingerido (Lusiyana, N. et al, 2015).



28

2. JUSTIFICATIVA

A Organizacdo Mundial de Saude aponta que uma das causas do insucesso no
combate a doengas parasitarias da pobreza (que tendem a ser negligenciadas pelas
agéncias de fomento devido ao seu baixo impacto académico) seria o desconhecimento
da biologia de artrépodes vetores, que limita o desenvolvimento de novas estratégias de
combate. Assim, uma maior compreensao dos diversos mecanismos que permitem a estes
artropodes atingir grande sucesso na obtengdo de sangue, sucesso reprodutivo e elevada
competéncia vetorial podera revelar novos alvos para o desenvolvimento de estratégias
de controle.

Para um melhor entendimento da fisiologia digestiva de insetos vetores,
alimentagdes artificiais contendo farmacos diversos que possam manipular sua fisiologia
digestiva seria uma boa alternativa. Uma vez que o sangue ¢ retirado do hospedeiro
vertebrado e administrado via alimentador artificial, a adi¢do de anticoagulantes se faz
necessaria. 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 enzimatica no intestino de artrépodes vetores. O presente estudo tenta
desvendar a possivel interferéncia que anticoagulantes possam ter na atividade de
proteases e glicosidases intestinais de dois vetores de suma importancia na transmissao
de parasitoses e arboviroses a seres humanos: L. longipalpis e A. aegypti.
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3.0OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Desvendar o impacto de anticoagulantes diferentes na atividade de proteases e
glicosidases intestinais de L. longipalpis e A aegypti.

3.2 Objetivos especificos

Investigar a a¢dao dos anticoagulantes Citrato de Sodio, Heparina ¢ EDTA na atividade
enzimatica de tripsina, aminopeptidase, hesoxaminidase e a-glicosidase de L. longipalpis
utilizados durante alimentagdes artificiais.

e Investigar a agdo dos anticoagulantes Citrato de Soédio, Heparina e EDTA na
atividade enzimatica de tripsina, aminopeptidase, hesoxaminidase e a-glicosidase
de A. aegypti utilizados durante alimentacdes artificiais.
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4. METODOLOGIA
4.1 Origem e manutencio dos insetos utilizados
4.1.1 Origem e criacido dos mosquitos Aedes aegypti

Os mosquitos utilizados nos experimentos foram da espécie Aedes aegypti
pertencentes a linhagem Rockfeller. Os insetos adultos foram acondicionados em
colonias fechadas em insetario no Laboratorio de Fisiologia de Insetos Hematofagos —
LFIH mantidos em gaiolas cilindricas 30 cm X 90 cm com tela na parte superior,
temperatura de 27 + 1 °C, fotoperiodo de 12:12 h (L:E), umidade relativa de 75% e acesso
continuo a algoddo embebido em solu¢do de sacarose 10%. Hamsters previamente
anestesiados com 0,2 mL de Thiopental® (50 mg/mL) e com o abdémen tricotomizado
foram colocados sobre a tela das gaiolas para que as fémeas realizassem o repasto
sanguineo durante 1 hora. Os ovos foram obtidos 2 dias apds o repasto através do uso de
papel filtro embebido em agua desclorada dentro de potes de plasticos escuros. Apos
retirada dos papéis contendo os ovos, estes foram guardados em recipiente de plastico até
coloca-los para eclodir em cubas de plastico contendo agua desclorada e sendo fornecida
ragdo de peixe ad labtium até a fase de pulpa. As pulpas foram entdo retiradas e colocadas
nas gaiolas cilindricas para a eclosdo dos adultos.

4.1.2 Origem e criacio dos Flebotomineos

Foram utilizados flebotomineos da espécie L. longipalpis advindos da area urbana
de Teresina-Pi e mantidos em colonia fechada ja estabelecida no Laboratério de
Fisiologia de Insetos Hematofagos, do Departamento de Parasitologia, ICB-UFMG,
desde 2008. Esta colonia ¢ mantida em um insetario climatizado, sob condi¢des semi-
controladas de temperatura (25+1°C) e umidade (maior que 80%) dentro de gaiolas de
criacdo. A alimentagdo dos insetos foi realizada diariamente com solugdo de sacarose a
30% em algodao hidrofilo e mantidos em fotoperiodo, sendo 12 horas de luz e 12 horas
de escuriddo. As fémeas foram alimentadas semanalmente em hamsters (Mesocricetus
auratus) previamente anestesiados com Xilazina e Ketamina (50mg/mL), de acordo com
as exigéncias determinadas pelo comité de ética animal do ICB-UFMG. Esta colonia foi
estabelecida a partir de espécimes coletadas na cidade de Teresina-PI, area endémica para
leishmaniose visceral.

4.2 Atividade das enzimas a-glicosidase, hexosaminidase, aminopeptidase e tripsina
apos a utilizacao dos anticoagulantes heparina, citrato de sédio, e EDTA
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4.2.1 Preparacao da amostra

Os flebotomineos utilizados foram fémeas de L. longipalpis com idade entre 3 e
5 dias e os mosquitos foram fémeas de 4. aegypti com idade de 4 a 6 dias, sendo que para
ambos insetos a alimentagdo com sacarose 30% para flebotomineos e de sacarose 10%
para os mosquitos foram retiradas no dia anterior ao repasto sanguineo.

ApOs o repasto sanguineo, os insetos bem alimentados foram selecionados, e
permaneceram de repouso, se alimentando de sacarose. Os intestinos foram dissecados
24h, 48h, 72h ap6s o repasto em salina 0,9% e em seguida transferidos individualmente
para tubos Eppendorf de 1.5ml contendo 500ul de salina 0,9% e 5ul de Triton X100
(concentracao final de 1%). A amostra foi sonicada, centrifugada e o sobrenadante foi
utilizado.

4.2.2 Atividade intestinal de a-glicosidase

Foram dissecados intestinos individuais de L. longipalpis e A. aegypti 24, 48 e 72
horas apds o repasto sanguineo e transferidos para tubos Eppendorf contendo 50
microlitros de salina. Este volume foi ajustado para 500uL de salina a 0,9% com SuL de
Triton X100 1%. As amostras foram maceradas com pistilo de polietileno, brevemente
sonicadas e centrifugadas a 4°C por 10 minutos.

A 50uL de amostra (equivalente a 0.1 intestino) foram adicionados 50 pL
substrato p-Np-a-D-glucopiranosideo na concentragdo de 10 mM dissolvido em agua,
20uL de tampao 0.1M (MES / NaOH, pH 6), 20uLL H>0. Os brancos foram preparados
substituindo as amostras por solucao salina 0,9%. As incubagdes foram realizadas durante
1 h a 30°C e as reacdes foram interrompidas pela adi¢do de 200 puL de tampao 0,375 M
de glicina, pH 10,5. Duzentos microlitros de cada tubo foram transferidos para uma placa
de ELISA e a absor¢ao foi medida utilizando-se um leitor de ELISA a 400 nm. Neste
ensaio tipo endpoint, utilizamos os intestinos de fémeas de L. longipalpis e A aegypti
alimentadas com sangue contendo citrato de sddio 0.109M diluido 1:10 em sangue
humano, EDTA 5% e heparina nas concentragdes 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 ¢ 72
horas ap6s o repasto sanguineo e transferidos para tubos Eppendorf contendo 50
microlitros de salina. Este volume foi ajustado para 500uL de salina a 0,9% com 5SuL de
Triton X100. As amostras foram maceradas com pistilo de polietileno, brevemente
sonicadas e centrifugadas a 4°C por 10 minutos.

Para a preparagdo do ensaio, 100puL tampao Tris / HCI 100mM pHS8, 30uL de dgua
e 20uL de 10mM L-leucina P-NA (substrato da reacdo previamente dissolvido em
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DMSO), foram incubados a 30°C por 5 minutos em um leitor de ELISA. Para o comego
da reagdo, SOuL 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 fémeas de L. longipalpis e A aegypti
alimentadas com sangue contendo citrato de sédio 0.109M diluido 1:10 em sangue
humano, EDTA 5% e heparina nas concentragdes de 150U/mL e 2U/mL de sangue.

4.2.4 Atividade intestinal de Tripsina

Foram dissecados intestinos individuais de L. longipalpis € A. aegypti 24, 48 ¢ 72
horas ap6s o repasto sanguineo e transferidos para tubos Eppendorf contendo 50
microlitros de salina. Este volume foi ajustado para 500uL de salina a 0,9% com SuL de
Triton X100. As amostras foram maceradas com pistilo de polietileno, brevemente
sonicadas e centrifugadas a 4°C por 10 minutos.

A 50uL da amostra (equivalente a 0.1 intestino) foram adicionados 100ul de
Tampao TRIS-HCL 0,1M (pHS), 40ul de salina 0,9% ¢ 10mM do substrato BApNA
diluido em DMSO. Imediatamente apds a adicao do substrato sintético foi feita a leitura
enzimadtica no leitor de microplacas Versamax em modo cinético a 401nm de 30 em 30
segundos, durante 30 minutos, com agitacdo prévia de 5 segundos entre cada leitura.
Neste ensaio tipo cinético, utilizamos os intestinos de fémeas de L. longipalpis e A aegypti
alimentadas com sangue contendo citrato de sédio 0.109M diluido 1:10 em sangue
humano, EDTA 5% e heparina nas concentragdes de 150U/mL e 2U/mL de sangue.

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

Foram dissecados intestinos individuais de L. longipalpis € A. aegypti 24, 48 ¢ 72
horas apds o repasto sanguineo e transferidos para tubos Eppendorf contendo 50
microlitros de salina. Este volume foi ajustado para 500uL de salina a 0,9% com 5uL de
Triton X100. As amostras foram maceradas com pistilo de polietileno, brevemente
sonicadas e centrifugadas a 4°C por 10 minutos.

A 50pL da amostra (correspondendo a 0,1 de intestino) misturou-se 50ul de p-N-
fenil-N-acetyl-B-D-hexosamina [4mM], 20ul de tampao MES e 20ul de dgua destilada.
Os reagentes foram incubados a 30°C por 10 minutos.

Para dar inicio a reagdo dos tubos teste e controle, foi adicionado ao substrato S0ul
da amostra seguido de incubagao 30°C por 1 hora. Duzentos microlitros de tampao 0,375
M de glicina, pH 10,5 foram adicionados para interromper a reacdo. No tubo branco, o
tampao glicina foi adicionado a solu¢@o antes da amostra.
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Duzentos microlitros de cada tubo foram utilizados para a leitura do tipo endpoint da
atividade enzimatica em um leitor de microplacas Versamax a 400nm.

4.2.6 ANALISE ESTATISTICA

Para os testes estatisticos foi utilizado o GraphPad Prism. Foi feito o teste de normalidade
pra saber se os dados eram paramétricos ou ndo. Se paramétricos, era feito o teste
ANOVA seguido de teste de Tukey. Quando ndo paramétrica, foi feito Kruskal-Wallis
seguido de pos teste de Dunn.
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S RESULTADOS

5.1 ATIVIDADE DE oa-glicosidase no intestino de L. longipalpis utilizando-se os
ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sodio, e EDTA

Estes resultados tiveram como objetivo observar se a escolha de anticoagulantes
diferentes influencia na atividade enzimatica intestinal de a-glicosidase no intestino do
flebotomineo L. longipalpis. Nestes experimentos, utilizamos como referéncia o
experimento realizado em hospedeiro humano onde os flebotomineos se alimentaram
diretamente de um voluntdrio humano, portanto sem a presenca de nenhum
anticoagulante.

Os experimentos mostraram que os anticoagulantes citrato de sodio, EDTA e
heparina na concentracdo de 150 U/mL ndo alteraram o perfil enzimatico em comparacao
com o observado para insetos que se alimentaram diretamente no hospedeiro vertebrado,
mostrando uma ligeira queda de atividade enzimadtica ao longo dos dias analisados, sem
apresentar diferenca estatistica. Entretanto, a utilizacdo do anticoagulante heparina na
concentragdo de 2U/mL resultou em uma atividade de a-glicosidase estatisticamente mais
baixa a 72 horas em compara¢do com a atividade desta enzima registrada a 24 e 48 horas
apos o repasto sanguineo (Figura 7).
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Figura 7: Atividade de a-glicosidase em L. longipalpis utilizando-se os anticoagulantes heparina, citrato de sédio, e EDTA. A) Grupo controle
(alimentacao em hospedeiro humano); B) Grupo alimentado com Citrato de sodio; C) Grupo alimentado com com EDTA; D) Grupo alimentado
com heparina 2U/ml; E) grupo alimentado com heparina 150U/ml. Asteriscos significam diferencga estatistica entre os grupos (p<0.05) Kruskal-
wallis seguido de pos-teste de Dunn.
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5.2 ATIVIDADE DE hexosaminidase em L. [longipalpis utilizando-se os
ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sodio, e EDTA

A atividade observada para a enzima hexosaminidase mostrou um perfil diferente
daquele observado para a enzima a-glicosidase, quando observamos o grupo controle
(insetos alimentando-se diretamente no hospedeiro humano). Neste caso, observamos um
pico estatisticamente significativo de atividade enzimatica a 48 horas apos o repasto
sanguineo em insetos alimentados em voluntario humano. Este perfil também foi
observado para insetos alimentados com sangue humano suplementado com os
anticoagulantes citrato de sodio e heparina na concentracdo de 2U/mL, observando-se
também nestes grupos uma maior dispersdo dos pontos experimentais. Os resultados
obtidos para os anticoagulantes EDTA e heparina na concentragdo de 150U/mL
mostraram resultados semelhantes aos descritos anteriormente, porém sem diferenca
estatistica entre os grupos experimentais (figura 8).
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Figura 8: Atividade de hexosaminidase em L. longipalpis utilizando-se os anticoagulantes citrato de sédio, EDTA e heparina. A) Grupo
controle; B) Grupo alimentado com Citrato de sddio; C) Grupo alimentado com com EDTA; D) Grupo alimentado com heparina 2U/ml; E) grupo
alimentado com heparina 150U/ml. Asteriscos significam diferenca estatistica entre os grupos (p<0.05) Kruskal-wallis seguido de pds-teste de

Dunn.
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5.3 ATIVIDADE DE aminopeptidase em L. longipalpis FRENTE AOS
ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sodio, e EDTA

Em nossas analises nds 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 apds o repasto
sanguineo, apresentando queda progressiva e com diferenga estatisticamente significante
na atividade enzimadtica a 48 e 72 horas apds o repasto sanguineo quando insetos se
alimentaram em hospedeiro humano (figura 9A). Este perfil de atividade enzimatica
também foi observado quando os insetos foram alimentados com sangue humano
suplementado com heparina na concentracdo de 2U/mL (figura 9D). Para os
anticoagulantes citrato de sodio e heparina na concentragdo de 150 U/mL, observamos
que ndo houve diferenca estatistica na atividade de aminopeptidase no intestino entre os
insetos coletados a 24 horas e 48 horas ap6s 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
comparagdo com o grupo controle, apresentando um pico de atividade enzimatica a 48
horas apos o repasto, diferentemente dos demais grupos que apresentaram pico de
atividade enzimatica a 24horas pds repasto (Figura 9C).



2

mOD x min-1/inseto

200+

150+

100+

=

mOD x min-1/inseto

200+

1504

1004

5 3
o o0
0 T T T
S\ )\ S\
o
\\Q\ v® v\e
U

2

mOD x min-1/inseto

200-
1504

1004

50+ _%_ % :o
ol290 2_
@”NQ\ \e,,\e\ @0\$
S (P

&

mOD x min-1/inseto

200- * %
L S—
—. 3
150-
100-
B e
50 -Q— °
o % ™
c T T Ll
,}\Q\ ,/'\Q\ ,,'\Q\
‘\\\‘ ‘\\\“ ~o®
A\

m
—

mOD x min-1/inseto

39

200+
150+
100+
L
00 ee
504 @ ﬁ
o0 €ge oo
ol —
RO
é/ e/ 4
A X X
oS
Vv W AV

FIGURA 9: Atividade de aminopeptidase em L. longipalpis utilizando-se os anticoagulantes heparina, citrato de sédio, 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 diferenca estatistica entre os grupos (p<0.05) ANOVA seguido de teste Tukey.
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5.4 ATIVIDADE DE tripsina em L. Ilongipalpis utilizando-se os
ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sodio, e EDTA

Neste conjunto de experimentos, observamos uma significativa influéncia da
escolha do anticoagulante na atividade tripsinolitica no intestino de L. longipalpis. Ao
observarmos o grupo controle, verificamos que a atividade tripsinolitica observada esta
de acordo com o observado por Santos e colaboradores (2014), onde observamos um pico
de atividade tripsinolitica 48 horas apds o repasto sanguineo em hospedeiro vertebrado,
com diferengas estatisticamente significativas entre os tempos analisados (figura 10A).
Este perfil foi também observado quando utilizamos o anticoagulante heparina em ambas
concentragdes testadas, com um resultado mais semelhante ao perfil do experimento
controle obtido quando utilizamos a concentracdo de 2 unidades enzimadticas por mL
(figura 10D e E). Entretanto, grandes desvios de atividade tripsinolitica foram observados
quando utilizamos os anticoagulantes citrato de soédio e EDTA. A suplementa¢do do
repasto artificial utilizando-se citrato de so6dio causou uma redugdo significativa da
deteccdo de atividade enzimética, com valores inferiores a 80 mOD x min"! como
observado na figura 10 B. A utiliza¢do de EDTA levou a uma maior dispersdo dos pontos
experimentais (figura 10C). Tanto a utilizagdo de citrato de sédio e EDTA ocasionaram
desvios importantes no perfil de atividade tripsinolitica no intestino de L. longipalpis.
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Figura 10: Atividade tripsinolitica no intestino de L. longipalpis utilizando-se os anticoagulantes heparina, citrato de sodio, e EDTA. A)
Grupo controle; B) Grupo alimentado com citrato de s6dio; C) Grupo alimentado com com EDTA; D) Grupo alimentado com heparina 2U/ml; E)
grupo alimentado com heparina 150U/ml. Asteriscos significam diferencga estatistica entre os grupos (p<0.05) ANOVA seguido de teste Tukey.
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5.5 ATIVIDADE DE o-glicosidase em Aedes aegypti FRENTE AOS
ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sédio, e EDTA

O perfil enzimatico de atividade da a-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 a-glicosidase mostrou
tendéncia em aumentar ao longo dos tempos estudados (24, 48 ¢ 72 horas), com um
aumento significativo observado comparando-se a atividade enzimatica nos tempos de 24
e 72 horas (figura 11A). Perfil enzimatico semelhante ao grupo controle foi observado
quando os mosquitos foram alimentados artificialmente com sangue humano
suplementado com citrato de s6dio e EDTA (figura 11B e C). Entretanto, a utilizacao de
heparina causou um desvio no padrdo da atividade de a-glicosidase em compara¢do com
o grupo controle. Insetos alimentados artificialmente com sangue humano suplementado
com heparina na concentracdo de 2U/mL mostraram uma tendéncia de queda de atividade
enzimdtica a 72 horas apds o repasto artificial, enquanto que insetos alimentados
artificialmente com sangue humano suplementado com heparina na concentracdo de
150U/mL mostraram uma tendéncia de queda de atividade enzimatica a 48 horas apos o
repasto artificial (figura 11 D e E).
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Figura 11: Atividade de a-glicosidase em A. aegypti utilizando-se os anticoagulantes heparina, citrato de sédio, e EDTA. A) Grupo controle
alimentado em hospedeiro humano; B) Grupo alimentado artificialmente com Citrato de s6dio; C) Grupo alimentado com com EDTA; D) Grupo
alimentado com heparina 2U/ml; E) grupo alimentado com heparina 150U/ml. Asteriscos significam diferenca estatistica 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 sédio, e EDTA

O estudo da atividade de hexosaminidase no intestino de fémeas de 4. aegypti
mostrou-se sem diferengas estatisticas ao longo dos tempos apos o repasto sanguineo
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 tendéncia de aumento de atividade de hexosaminidase 48 horas ap6s o
repasto artificial (Figura 12C).
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Figura 12: Atividade de hexosaminidase em A. aegypti frente aos anticoagulantes heparina, citrato de sédio, e EDTA. A) Grupo controle;
B) Grupo alimentado com Citrato de s6dio; 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 sédio, e EDTA

O estudo da atividade de aminopeptidase no intestino de fémeas de 4. aegypti
mostrou uma tendéncia de queda de atividade enzimatica a 72 horas apds o repasto em
hospedeiro humano (grupo controle) e nos demais grupos utilizando-se anticoagulantes
em alimentacdes artificiais em aparelho hemotek (Figura 13). A excecdo a essa regra pode
ser observada quando os mosquitos se alimentaram com sangue contendo EDTA, onde
observamos uma tendéncia de aumento de atividade enzimatica ao longo do tempo
estudado, com pico em 72 horas apos o repasto (figura 13C). O anticoagulante heparina
em ambas concentragdes estudadas mostrou um perfil enzimatico 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 sédio, 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 diferencga estatistica 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 sédio, e EDTA

O perfil de atividade tripsinolitica do intestino de fémeas de 4. aegypti mostrou-
se semelhante ao observado para L. longipalpis em nosso trabalho, com pico de atividade
em torno de 48 horas apos o repasto sanguineo. Os grupos experimentais de mosquitos
alimentados com sangue suplementado com citrato de sodio, EDTA, e heparina na
concentracdo de 2U/mL mostraram atividade enzimatica semelhante ao grupo controle
alimentado em hospedeiro humano (figura 14 B, C e D). No grupo alimentado com
sangue humano suplementado com heparina na concentrag¢do de 150U/mL observamos o
maior desvio de atividade enzimatica em comparagdo com o grupo controle, ndo
observando nenhuma diferenca estatistica de atividade enzimatica entre os grupos (figura
14E).
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Figura 14: Atividade de tripsina em A. aegypti utilizando-se os anticoagulantes heparina, citrato de sédio, e EDTA. A) Grupo controle; B)
Grupo alimentado com Citrato de sodio; C) Grupo alimentado com com EDTA; D) Grupo alimentado com heparina 2U/ml; E) grupo alimentado
com heparina 150U/ml. Asteriscos significam diferenca estatistica 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 sodio, e EDTA SEPARADOS POR
TEMPO DE DISSECACAO

Neste conjunto de experimentos, observamos uma significativa influéncia da escolha do
anticoagulante na atividade tripsinolitica no intestino de L. longipalpis. No grupo
dissecado as 24h (FIGURA 15 A) apds a alimentacdo, podemos observar uma diferenca
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. Ja os outros grupos nao mostraram influéncia para esse intervalo
de tempo. Ao analisarmos a atividade tripsinolitica nos insetos que tiveram o intestino
dissecado as 48h (FIGURA 15 B), ¢ possivel notar que o grupo tratado com citrato foi
aquele que mostrou maior alteracdo em sua atividade. Ja no intervalo de 72h, novamente
o grupo tratado com EDTA se mostra com uma alteragdo significativa nos valores de
atividade enzimatica 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 séodio, e EDTA SEPARADOS POR
TEMPO DE DISSECACAO A) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de
sodio; EDTA; heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados as 24h
apos o repasto. B) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de sdédio; EDTA;
heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados as 48hh apos o repasto.
C) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de s6dio; EDTA; heparina 2U/ml;
heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados as 72h apds o repasto. Asteriscos
significam diferenca estatistica 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 sodio, e EDTA SEPARADOS POR
TEMPO DE DISSECACAO

Os experimentos da atividade enzimatica da hexosaminidade no intestino de L.
Longipaipis em ralagdo aos diferentes anticoagulantes mostrou que as 24 horas apos o
repasto sanguineo, os grupos de insetos que se alimentaram com sangue contendo
heparina na concentragdo de 150 unidades e também aqueles que se alimentaram de
sangue suplementado com EDTA, foram os que mais tiveram diferengas significativas,
em relag@o ao grupo que se alimentou diretamente em hospedeiro humano, na atividade
da hexosaminidade (FIGURA 16A) mostrando uma diminui¢do nas atividade da enzima
no intestino médio dos flebotomineos. Em relacdo a atividade enzimética nos grupo que
tiveram seus intestinos dissecados as 48h apds o resposto sanguineo (FIGURA 16B), a
escolha do anticoagulante ndo se mostrou importante, ja4 que ndo houve uma alteragdo
significativa em nenhum dos grupos. O mesmo padrao pode ser observado nos insetos
dissecados as 72h (FIGURA 16C), em que ndo ha diferenca estatistica 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 séodio, e EDTA SEPARADOS POR
TEMPO DE DISSECACAO A) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de
sodio; EDTA; heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados as 24h
ap6s o repasto. B) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de s6dio; EDTA;
heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados as 48h apos o repasto.
C) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de s6dio; EDTA; heparina 2U/ml;
heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados as 72h apds o repasto. Asteriscos
significam diferenca estatistica 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 sodio, e EDTA SEPARADOS POR
TEMPO DE DISSECACAO

A atividade de aminopeptidase no intestino médio de L. longipalpis no grupo de insetos
que foram dissecados as 24h ap6s o repasto sanguineo (FIGURA 17A), mostrou variagdo
significativa nos grupos que se alimentaram com sangue contendo heparina, seja na
concentragdo de 2U ou de 150U, quando comparados ao grupo controle. Ambos
mostraram uma queda na atividade enzimatica, principalmente o grupo tratado com
heparina 150U. Ja em relagdo ao grupos que tiveram seus intestinos dissecados as 48h
(FIGURA 17B) apos a refeicdo de sangue, podemos observar que a maior alteracao na
atividade de aminopeptidase ocorre nos insetos que realizaram repasto contendo citrato e
EDTA, demonstrando um aumento nos valores de leitura. No horario 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).



55

A)  200- * B) 2009 C)  200-
*
b *
2 ° 2 2
o 150+ @ 1504 o 1504
£ = =
s 5 =
£ 1001 @ o © £ - £ 1004
= ; 5 100 g
x o0 x e x
g 8 |2 B o g ‘
g g % T ™ g
e S o° % = < °®
LR | 2EIRS
0-— T T T T 04— T T T T 0-— T T T T
W@ O ¥ 4 e .0 §. S @ O ¥ O
STt S FE TS Caf & & 8
ARSI & O R RN
S NS I NN RIS
N F &S SN & AR AN
% S’-“\ X &Q\ @" é”\ & ‘\\\ & N \S{, & '\’}‘\q}‘\ G{/
o v ° T 0 8 ot A AV AV o
v o g ® ¥ o
Aminopeptidase 24h Aminopeptidase 48h Aminopeptidase 72h

FIGURA 17: ATIVIDADE DE aminopeptidase em L. longipalpis utilizando-se os
ANTICOAGULANTES heparina, citrato de séodio, e EDTA SEPARADOS POR
TEMPO DE DISSECACAO A) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de
sodio; EDTA; heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados as 24h
apods o repasto. B) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de sddio; EDTA;
heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados as 48h apos o repasto.
C) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de s6dio; EDTA; heparina 2U/ml;
heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados as 72h apds o repasto. Asteriscos
significam diferenga estatistica entre os grupos (p<0.05) ANOVA seguido de teste Tukey.
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5.12 ATIVIDADE DE o-glicosidase em L. Ilongipalpis utilizando-se os
ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sédio, e EDTA SEPARADOS POR
TEMPO DE DISSECACAO

Em relagdo a atividade da enzima digestiva a-glicosidase no intestino médio de L.
longipalpis as 24h, os diferentes anticoagulantes usados na suplementagao do sangue para
repasto, ndo pareceram afetar os demais grupos testes ao compara-los com o grupo
controle, mantendo o mesmo nivel de atividade enzimatica (FIGURA 18A). Contudo, o
mesmo ndo pode ser observado em relagdo aos insetos que tiveram seus intestinos médios
dissecados no intervalo das 48h (FIGURA 18B). Os grupos que se alimentaram com
sangue contendo Heparina na concentracao de 150 unidades, EDTA, e citrato, tiveram
uma baixa na atividade de a-glicosidase em ralagdo ao grupo que se alimentou
diretamente em humanos. Apenas o grupo tratado com heparina na concentracdo de 2U
nao mostrou uma alteracdo significativa na atividade da enzima. Curiosamente, nos
grupos de flebotomineos dissecados as 72h (FIGURA 18C), justamente os que se
alimentaram com sangue contendo heparina 2U, foram os que mostraram alteracdo na
atividade enzimatica. Os outros grupos teste ndo tiveram mudangas significativas em
relacdo ao grupo controle.
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FIGURA 18: ATIVIDADE DE a-glicosidase em L. longipalpis utilizando-se os
ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sodio, e EDTA SEPARADOS POR
TEMPO DE DISSECACAO A) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de
sodio; EDTA; heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados as 24h
apos o repasto. B) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de sdédio; EDTA;
heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados as 48h apos o repasto.
C) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de s6dio; EDTA; heparina 2U/ml;
heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados as 72h apds o repasto. Asteriscos
significam diferenca estatistica 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 sédio, e EDTA SEPARADOS POR
TEMPO DE DISSECACAO

Para a avaliacdo a atividade da tripsina no intestino médio de 4. aegypti observamos que
nao houve uma grande mudanca nos niveis de leitura dos grupo testes, ou seja, 0s 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 proxima a natural, realizando o repasto sanguineo diretamente
em hospedeiro humano. Nao verificamos alguma alteragcdo 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 sodio, e EDTA SEPARADOS POR
TEMPO DE DISSECACAO A) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de
sodio; EDTA; heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados as 24h
apos o repasto. B) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de sddio; EDTA;
heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados as 48hh apds o repasto.
C) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de s6dio; EDTA; heparina 2U/ml;
heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados as 72h apds o repasto. Asteriscos
significam diferenga estatistica 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 sédio, e EDTA SEPARADOS POR
TEMPO DE DISSECACAO

A atividade enzimatica de hexosaminidase no intestino médio do grupo de A. aegypti
dissecado um dia apos o repasto sanguineo (FIGURA 20A), mostrou-se sem grandes
alteragdes 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 diferenca estatistica 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, ndo tiveram grandes alteracdes 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
relacdo aos insetos dissecados as 72 horas apos o repasto, novamente o grupo que se
alimentou com sangue ¢ EDTA foi o tinico apresentou uma alteragao 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 sodio, e EDTA SEPARADOS POR
TEMPO DE DISSECACAO A) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de
sodio; EDTA; heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados as 24h
apods o repasto. B) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de sddio; EDTA;
heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados as 48h apos o repasto.
C) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de s6dio; EDTA; heparina 2U/ml;
heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados as 72h apds o repasto. Asteriscos
significam diferenga estatistica entre os grupos (p<0.05) ANOVA seguido de teste Tukey.
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5.15 ATIVIDADE DE aminopeptidase em A. aegypti utilizando-se os
ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sodio, e EDTA SEPARADOS POR
TEMPO DE DISSECACAO

Em relacdo a atividade enzimatica 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 diferenca na atividade da
enzima, tendo uma grande queda nos valores de leitura. J& os demais grupos ndo
mostraram diferencas importantes para a atividade de aminopeptidase. Neste conjunto de
experimentos, ndo observamos uma significativa influéncia da escolha do anticoagulante
na atividade da aminopeptidase no intestino médio de L. longipalpis no grupo dissecado
as 48h (FIGURA 21 B), sendo que nenhum grupo apresentou uma variacdo importante.
Para os insetos que tiveram seus intestinos dissecados as 72 horas apds o repasto
sanguineo, outra vez o grupo que realizou o repasto com sangue suplementado com
EDTA, foi o que mostrou maior interferéncia na atividade enzimatica, tendo uma maior
expressao dos valores de leitura com uma diferenga estatistica quando comparado ao
grupo controle (FIGURA 21 C).



63

A) 500 B) 500 C) 500 s
* —
=) 400 S 400 o 400
' o B o © 3 o
7] 7] 7] o)
£ o S ° o) £
= 3001 o5 © = 3001 Q o = 304 g °©
£ ¢ ° 3 e £ oF g
€ S £ oo £ e
* 2004 x 2004 o x 200-.15 Oy © 5
(=] @ (=) ® (@] (m]
o o Qo o o~ e o . & o
E 1004 E 1004 €  100- o °
o o
L]
0 T T T T T 0 T T T T T 0 T T T T T
W © <Y g o W O Y Y Y A& A0 ¥ > P
E L&KL C LS &8 SESCCER
o %) N Oy °° (€) N S Q,Q (9) Oy
S S o S PPN SN
IN 4 Y 7 & & IN 4 )
NS P & &N ARSI
& g o (N NSRS NP IO
PR @.@\ O PS at AV AT AV 4
Aminopeptidase 24h Aminopeptidase 48h Aminopeptidase 72h

FIGURA 21: ATIVIDADE DE aminopeptidase em A. aegypti utilizando-se os
ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sodio, e EDTA SEPARADOS POR
TEMPO DE DISSECACAO A) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de
sodio; EDTA; heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados as 24h
apods o repasto. B) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de sdédio; EDTA;
heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados as 48h apos o repasto.
C) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de s6dio; EDTA; heparina 2U/ml;
heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados as 72h apods o repasto. Asteriscos
significam diferenga estatistica entre os grupos (p<0.05) ANOVA seguido de teste Tukey.
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5.16 ATIVIDADE DE o-glicosidase em A. aegypti utilizando-se os
ANTICOAGULANTES heparina, citrato de sédio, e EDTA SEPARADOS POR
TEMPO DE DISSECACAO

A atividade de a-glicosidase em A. aegypti mostrou alteragdo em todos os horarios de
dissecacdo pelo menos em um grupo teste se comparado ao grupo controle. O grupo
mosquitos que tiveram os intestinos dissecados 24 horas ap6s o repasto sanguineo
(FIGURA 22A) tiveram alteragdo estatisticamente significativa nos grupos que se
alimentaram com sangue contendo heparina independente da sua concentragdo, 2 ou 150
unidades, mostrando valores bem mais altos de leitura. Em relagao aos insetos dissecados
as 48h (FIGURA 22B), o grupo que se alimentou novamente com sangue heparinizado,
agora apenas na concentragdo de 2U, foi aquele que, quando comparado aos insetos que
se alimentaram diretamente em hospedeiro humano, mostraram mudangas importante em
relacdo a atividade de a-glicosidase. E para o grupo de mosquitos avaliados no intervalo
das 72 horas apds se alimentarem, foi observada uma grande alterac¢ao na atividade de a-
glicosidase nos insetos que realizaram repasto com sangue contendo o EDTA como
anticoagulante (FIGURA 22C).
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FIGURA 22: ATIVIDADE DE o-glicosidase em A. aegypti utilizando-se os
ANTICOAGULANTES heparina, citrato de séodio, e EDTA SEPARADOS POR
TEMPO DE DISSECACAO A) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de
sodio; EDTA; heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados as 24h
ap6s o repasto. B) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de s6dio; EDTA;
heparina 2U/ml; heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados as 48h apods o repasto.
C) Grupo controle; Grupos alimentado com Citrato de sédio; EDTA; heparina 2U/ml;
heparina 150U/ml; com os intestinos dissecados as 72h apds o repasto. Asteriscos
significam diferenga estatistica entre os grupos (p<0.05) ANOVA seguido de teste Tukey.

a-Glicosidase 72h
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6 DISCUSSAO

A classe Insecta possui mais de trés quartos do nimero de espécies descritas de
seres vivos at¢é o momento (Grimaldi & Engel, 2005). Entretanto, apenas
aproximadamente 14.000 espécies espalhadas em cerca de 400 géneros se utilizam de
sangue como fonte de alimento (Ribeiro, 1995). O habito hematofagico colocou em
contato estes artropodes e uma gama de patégenos que sdo transmitidos aos seres
humanos e aos animais pela a picada ou por meio de dejecdes. Estes patdgenos
transmitidos por artropodes responsaveis por doencas, geralmente tém uma permanéncia
inicial, muitas vezes prolongada, no intestino médio do vetor, onde se desenvolvem e se
multiplicam neste ambiente potencialmente hostil, devido a presenca de enzimas
digestivas e proteinas oriundas do sangue (Gass, 1977). O conhecimento dos eventos
fisiologicos que ocorrem no intestino médio de artropodes vetores ¢ importante para
entender as interacdes vetor-parasita necessarias para a transmissdo de patdgenos
causadores de doencas. As vacinas que bloqueiam a transmissdo de patégenos para
hospedeiros vertebrados por insetos hematofagos também requerem conhecimento da sua
fisiologia digestiva (Lehane, M., & Billingsley, P. 2012).

Os estudos de interacdo hospedeiro-patdogeno em grande parte empregam a
alimentagdo artificial para infectar os insetos. Estudos de interagdo entre espécies de
flebotomineos e espécies de Leishmania utilizam corriqueiramente infec¢des feitas em
alimentadores artificiais, visando por exemplo esclarecer questdes como a influéncia de
vias do sistema imune inato do inseto no desenvolvimento de Leishmania no intestino de
L. longipalpis (Telleria et al., 2012), a influéncia da microbiota no desenvolvimento de
espécies de Leishmania no intestino de flebotomineos (Sant’Anna et al., 2014) e o estudo
de como compostos regurgitados durante a picada de flebotomineos como o PSG
exacerbam a infec¢do de hospedeiros vertebrados por Leishmania (Giraud et al., 2018).
De forma semelhante, estudos utilizando-se de modelos de infeccdo artificial de
mosquitos por arbovirus visam entender como ocorre a interagao dos mesmos com seus
insetos transmissores. Como exemplo, varios trabalhos realizados com 4. aegypti que
foram transfectados permanentemente com a bactéria intracelular Wolbachia pipientis
(linhagem wMel) mostraram através de infecgdes artificiais que estes mosquitos com
Wolbachia sdo extremamente resistentes a infec¢do por virus Dengue, Chickungunya e
Plasmodium gallinaceum (Moreira et al., 2009; Walker et al., 2011), virus Zika (Caragata
et al., 2016; Dutra et al., 2016) e virus Mayaro (Pereira et al., 2018). Interessantemente,
infec¢des artificiais de artropodes vetores com diferentes patdgenos necessitam da
presenca de anticoagulantes para possibilitar que o sangue permaneca fluido o suficiente
para ser ingerindo através das diferentes membranas utilizadas em alimentadores
artificiais.

Estudos preliminares realizados em nosso laboratorio mostraram que a escolha do
anticoagulante tem influéncia na atividade tripsinolitica no intestino do flebotomineo L.
longipalpis (Silva, 2015). Este trabalho nos motivou a investigar mais a fundo a influéncia
da escolha de anticoagulantes na atividade de tripsina e de outras enzimas intestinais dos
insetos L. longipalpis e A. aegypti, vetores de importantes patdgenos para seres humanos
nas Américas. Neste trabalho, avaliamos o impacto de anticoagulantes comumente usados
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em alimentagdes artificiais por membrana e a sua possivel consequéncia para importantes
proteases e carboidrases intestinais de L. longipalpis e A. aegypti. Os anticoagulantes sao
imprescindiveis para evitar a coagulacdo do sangue em experimentos cujos insetos
hematofagos sdo alimentados em alimentadores artificiais. EDTA (4&cido etilenodiamino
tetra-acético), Citrato de sddio e Heparina estdo entre os mais usados em hematologia. A
escolha de anticoagulantes em experimentos de atividade enzimatica de insetos
hematofagos €, até a data de hoje, puramente aleatoria, muitas vezes optando-se pelos
anticoagulantes corriqueiramente utilizados em laboratdrios hematologicos. O EDTA e a
heparina sdo anticoagulantes frequentemente utilizados na coleta de sangue, inclusive
para alimentacgdo artificial (WHO, 2012). Cada anticoagulante tem efeito diferente na
cascata de coagulacao. O EDTA e o citrato de sddio afetam a cascata de coagulagao por
quelagao dos ions célcio, necessarios para a ativagao do fator IX na via intrinseca e do
complexo fator VII-Ca-Xa na via comum (Solart et al 2007; Patel N, 2009). A heparina
liga-se a antitrombina, acelerando a inibi¢cdo de proteases envolvidas na cascata da
coagulacdo (Remaley AT, 2009)

Estudos ja mostraram que flebotomineos sdo capazes de selecionar e utilizar como
fonte de energia alimentos com agtcar de diferentes fontes (Molyneux, D. H., & Killick-
Kendrick, R. 1987) A existéncia de uma gama de glicosidases pode permitir que o inseto
sobreviva digerindo carboidratos de diferentes espécies de plantas e possa influenciar a
distribuicdo das populacdes de flebotomineos. As a-glicosidases sdo as glicosidases mais
ativas no intestino de flebotomineos (Dillon, R. J., & El Kordy, E. 1997). Glicosidases
sdo as enzimas primadrias para a digestdo no inseto que se alimentam de plantas (Morgan,
M. R. J. 1975) e a presenga de atividades altas desta enzima em flebotomineos sugere que
as glicosidases também sdo importantes para a digestdo de aglicar em outros insetos
hematofagos que frequentemente se alimentam de plantas ricas em carboidratos. As a-
Glucosidases sao encontradas em quantidades substanciais em P. langeroni, sendo
induzida pela presenca de sangue e de agucar e provavelmente estd associada a superficie
microvilar do intestino médio.

Trabalhos anteriores mostraram que a atividade da a-glicosidase em Phlebotomus
langeroni alimentados com sangue humano heparinizado aumentou significativamente
dentro de 1 hora apds uma refeicdo sanguinea e foi mantida em atividades
significativamente altas até 48 horas pods-alimentagdo, havendo queda nos os niveis de
atividade basal (Dillon R. J. and El Kordy E., 1997). Nossos experimentos mostraram que
L. longipalpis alimentados em voluntario humano (sem a presenca de anticoagulantes), a
atividade da a-glicosidase manteve-se constante no periodo de 24h e 48h, decaindo as
72h apods o repasto sanguineo (figura 7). Os anticoagulantes citrato de s6dio, EDTA e
heparina na concentragao utilizada nao alteraram o perfil observado para insetos que se
alimentaram diretamente no hospedeiro vertebrado, mostrando uma ligeira queda de
atividade enzimatica ao longo dos dias analisados, sem diferenca estatistica. Isto significa
que a escolha de anticoagulante ndo exerce influéncia critica na atividade de a-glicosidase
do intestino de L. longipalpis. Entretanto, como um perfil de atividade enzimética mais
uniforme foi observado com o uso de heparina na concentra¢do de 2U/mL, sugerindo-se
que este anticoagulante seja o de escolha para o estudo da atividade de a-glicosidase neste
inseto.
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A ingestdo de carboidratos por flebotomineos ¢ muito importante para a
transmissdo de Leishmania, pois os carboidratos podem afetar o desenvolvimento da
Leishmania no flebotomineo e sua transmissao pela picada (Smith et al., 1941; Sherlock
e Sherlock, 1961; Warburg e Schlein, 1986; Schlein et al., 1992). A absorcdo e
metabolizacao de carboidratos por flebotomineos e, eventualmente, pela infeccao por
Leishmania, demanda a digestdo prévia de carboidratos para monossacarideos (Gontijo
et al. 1996). Para a atividade da glucosidase no intestino médio de Phlebotomus
langeronia, € necessario 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 digestdo de carboidratos dentro do intestino de
flebotomineos infectados.

A presenca de uma a-glucosidase em L. Longipalpis ¢ uma sacarase em
Leishmania, ambas especializadas na digestao de sacarose, concordam com a hipotese de
que a sacarose pode ser o carboidrato principal, capaz de digestdo, na dieta do
flebotomineo. O intestino médio € a Unica parte anatdomica do tubo digestivo revestido
com microvilosidades epiteliais (Billingsley, 1990) e ¢ bastante provavel que o a-
glicosidase do flebotomineo seja uma enzima ligada & membrana ligada a sua superficie
(Gontijo, N. F., et al., 1998).

A atividade da enzima a-glicosidase observada para o mosquito 4. aegypti foi
diferente do observado para o flebotomineo L. longipalpis. Billingsley, P. F., & Hecker,
H. (1991) observaram em A. aegypti que a atividade intestinal de a-glicosidase aumentou
lentamente até 18h apo6s a refeicao de sangue, aumentando rapidamente até uma atividade
maxima a 30 h apds o repasto sanguineo, com declinio subsequente da atividade
enzimatica. Neste trabalho, o perfil enzimatico dos mosquitos alimentados em
hospedeiros voluntarios humanos mostrou um aumento progressivo na atividade ao longo
do tempo, com pico de atividade a 72 horas apOs o repasto sanguineo e diferenca
estatistica entre os tempos 24 e 72 horas (Figura 11). Perfil semelhante a este pdde ser
observado em mosquitos alimentados com sangue suplementado com o anticoagulante
EDTA. Outro perfil semelhante mas sem diferenca estatistica entres os grupos foi
observado em insetos alimentados artificialmente com sangue humano suplementado
com citrato de s6dio. Um maior desvio neste perfil enzimatico foi observado em
mosquitos alimentados com sangue suplementado com heparina, independentemente da
concentracgao utilizada. Estes resultados apontam para o EDTA como o anticoagulante de
escolha para o estudo da atividade de a-glicosidase em A. aegypti.

O papel da N-acetil-B-D-hexosaminidase ¢ o de finalizar a digestdo de quitina,
atuando nos oligossacarides gerados pela quitinase. Semelhante a a-glicosidase e trealase,
a N-acetil-B-D-hexosaminidase também se encontra presente em microviloidades
purificadas de larvas de L. longipalpis, estando envolvida na digestdo de glicoproteinas
(Vale, V. F et al 2012). A N-acetil-B-D-hexosaminidase, um membro da familia das
glicosil hidrolases, ¢ uma enzima que participa da quebra de ligagdes glicosidicas de
glicanos, glicoproteinas e glicolipidios (Intra, J. et al, 2008). Os insetos evoluiram para
ter mais de uma P -N-acetil-D-hexosaminidase, como revelado por andlise genica de
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varios insetos, incluindo Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Lepidoptera, Phthiraptera e
Hemiptera. As atividades de B-N-acetil-D-hexosaminidases de inseto ndo estdo restritas
a degradacao de quitina, mas também estdo associadas a modificagdo pos-traducional de
N-glicanos, degradagdo de glicoconjugados e reconhecimento Ovulo-espermatozdide,
sugerindo que essas enzimas sdo bastante versateis em suas fungdes fisioldgicas no
crescimento e desenvolvimento de insetos (Yang, Q., et al 2008).

Algumas dessas fungdes fisiologicas podem se sobrepor as mesmas enzimas
encontradas em organismos superiores. As [-N-acetil-D-hexosaminidases lisossomicas
de mamiferos sdo as principais responsaveis pela degradacao do glicoconjugado no
lisossomo (Mahuran, D. J. 1999). Da mesma forma, as B-N-acetil-D-hexosaminidases dos
insetos Bombyx mori (Okada, T. et al., 2007) e Spodoptera frugiperda (Aumiller, J. et al.,
2006) tém ampla especificidade de substrato, variando de N-glicanos a quito-
oligossacarideos, sugerindo que eles t€ém a mesma fun¢do que seus equivalentes
mamiferos. Mostrou-se que as [ -N-acetil-D hexosaminidases de mamiferos sdo
importantes para o reconhecimento de espermatozoides 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 diferencas estatisticamente significativas de
atividade enzimatica de hexosaminidase a 48 horas apds o repasto sanguineo em
flebotomineos alimentados em voluntario humano, com queda de atividade
estatisticamente significante a 72 horas ap0s o repasto (figura 8). Os insetos alimentados
com sangue humano suplementado com os anticoagulantes citrato de sddio e heparina na
concentragdo de 2U/mL tiveram um perfil semelhante ao observado para insetos
alimentados em voluntario humano. Para os anticoagulantes EDTA e heparina na
concentragdo de 150 U/mL, embora o perfil enzimatico tenha sido semelhante aos
anteriores, ndo observamos diferenca estatistica entre os grupos. Para o mosquito 4.
aegypti, diferentes anticoagulantes ndo influenciaram significativamente a atividade de
hexosaminidase no intestino de mosquitos fémeas (figura 12).

Em insetos hemat6fagos, as atividades de aminopeptidase t€ém 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 flebotomineos, onde
a atividade da aminopeptidase foi detectada apds a alimentacdo do sangue, associada a
parede do intestino médio (Dillon R. J. & Lane R. P. 1993). Embora a tripsina seja a
principal protease hidrolitica primaria 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 digestdo sanguinea. A atividade de aminopeptidases foi estudada
principalmente no mosquito Aedes aegypti, onde a atividade desta enzima ¢ detectavel
em varios niveis durante todas as fases do ciclo vital, e no intestino médio adulto, é
estimulada pela presenca de sangue, sendo igualmente associada com o epitélio do
intestino médio e o espago ectoperitrofico (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 ap0s o repasto, com queda progressiva a
48 e 72 horas apos a alimentacdo, observando-se diferenca estatistica entre todos os
tempos estudados (Figura 9). Para os grupos alimentados com sangue citratado ou
suplementado com heparina a 150U/mL, ndo conseguimos observar uma queda
estatisticamente significativa de atividade enzimatica entre os tempos de 24 ¢ 48 horas
apos o repasto sanguineo. No entanto, a utilizacao do anticoagulante EDTA causou um
desvio significativo da atividade de aminopeptidase no intestino de L. longipalpis, com
pico de atividade observado a 48 horas apds o repasto, embora nio estatisticamente
significativo. O estudo da atividade de aminopeptidase no intestino de fémeas de A.
aegypti mostrou uma tendéncia de queda de atividade enzimdtica a 72 horas apods o
repasto em hospedeiro humano (grupo controle) e nos demais grupos utilizando-se
anticoagulantes em alimentagdes artificiais (Figura 13). Quando os mosquitos se
alimentaram com sangue contendo EDTA pudemos observar uma tendéncia de aumento
de atividade enzimatica ao longo do tempo estudado, com pico em 48 horas apds o
repasto. O anticoagulante heparina em ambas concentragdes estudadas mostrou um perfil
enzimatico mais semelhante ao grupo controle (Figura 13 D ¢ E).

As serino proteases, como as tripsinas, sdo as enzimas digestivas mais abundantes
no intestino médio dos insetos hematofagos. Além de seu papel na digestdo, essas
proteases tém sido implicadas no estabelecimento de infeccdo de varios patdgenos em
seus respectivos vetores de insetos. Para o sucesso da infeccdo pelo Aedes aegypti por
Plasmodium gallinaceum, a tripsina do intestino médio do mosquito ¢ essencial para a
ativacdo de uma quitinase secretada pelo parasita e necessaria para o oocineto escapar da
matriz peritrofica (Shahabuddin et al., 1996). Além disso, inibidores de tripsina diminuem
a carga do virus da dengue em A. aegypti, indicando uma relagdo entre infecgdo, digestao
sanguinea e possivelmente processamento proteolitico de proteinas 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 ¢ sintetizada em duas formas distintas - tripsina precoce e tripsina
tardia. A tripsina tardia aparece cerca de 6 a 8 horas apds a alimentagdo e ¢ responsavel
pela maior parte da atividade enzimatica encontrada durante o periodo de pico da
digestdo, 20-30 horas apds a alimentagdo. Estudos anteriores, nos quais a atividade da
enzima tripsina foi medida, sugeriram que a sintese e a secre¢do do mosquito tripsina sao
reguladas por fatores associados a refeicdo, bem como por fatores endocrinos (Downe,
1975; Briegel e Lea 1979). Assim, Gooding (1973) mostrou que os niveis de tripsina do
intestino médio sao diretamente proporcionais ao tamanho da refei¢cao sanguinea. Briegel
(1975) mostrou que o tipo de proteina na refeicdo também desempenha um papel na
determinagdo da quantidade de atividade de tripsina sintetizada no intestino médio.
Algumas refei¢des proteicas, como lactalbumina, albumina de ovo e plasma sanguineo,
induziram um aumento significativo na atividade da tripsina, enquanto outras, como
gelatina e histona, ou solugdes salinas simples, eram indutores muito pobres. Também foi
determinado que a quantidade de proteina, ndo o volume da refeicdo, 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 tripsinolitica
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no intestino de L. longipalpis. Em nosso estudo para L. longipalpis, a heparina, tanto na
concentragdo de 2U/mg quanto na de 150u/mg, ndo provocou alteragdes significativas na
atividade da tripsina comparadas ao grupo controle. Em todos estes grupos mencionados
anteriormente, observamos um pico de atividade tripsinolitica a 48h ap6s o repasto, com
diferengas estatisticamente significativas entre todos os tempos de alimentagdo.
Entretanto, a escolha de citrato de sdédio e EDTA provocaram mudangas consideraveis no
perfil de atividade tripsinolitica de L. longipalpis. Ambos anticoagulantes causaram um
desvio na atividade tripsinolitica, ndo sendo possivel observar o pico de atividade
enzimatica que ocorre a 48 horas apds o repasto sanguineo, como foi observado para os
grupos controle e heparina (2 ¢ 150U/mL) e como ja foi anteriormente relatado na
literatura para esta espécie de flebotomineo (Sant’ Anna et al., 2009; Santos et al., 2014).
Outros desvios também puderam ser observados, como a atividade tripsinolitica em
média mais reduzida em insetos alimentados com sangue suplementado com citrato de
sodio e uma maior dispersao dos dados de atividade enzimatica 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 s6dio, EDTA, e heparina na concentracao de 2U/mL mostraram atividade
enzimdtica semelhante ao grupo controle alimentado em hospedeiro, sendo a atividade
em torno de 48 horas apds o repasto sanguineo, o seu valor maximo. Os insetos
alimentados com sangue humano heparinizado na concentracdo de 150U/mL obtiveram
o maior desvio de atividade enzimatica em comparagdo com o grupo controle alimentado
em hospedeiro humano (Figura 14).

Helena & Garcia (1995) mostraram que a heparina apresentou menor interferéncia
no desenvolvimento de triatomineos e na replicacdo de Trypanosoma cruzi no intestino
do inseto vetor. A heparina ¢ comumente usada como um anticoagulante para prevenir a
coagula¢do do sangue quando flebotomineos sdo 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 pos-alimentacdo em Phlebotomus duboscqi. Da
mesma forma, Schlein e Jacobson (1998) observaram uma reducao de cerca de 30% nas
atividades de protease em fémeas alimentadas com sangue heparinizado. Outros estudos
mostraram o efeito inibitorio da heparina em serino proteases de mamiferos (Wu et
al.,1994; Finotti & Manente, 1994).

Coletivamente, nossos dados mostram que a escolha do anticoagulante ¢
particularmente importante para o estudo de proteases intestinais de fémeas de insetos
nematoceros como a L. longipalpis e A. aegypti.
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7 PERSPECTIVAS

Os resultados apresentados nesta dissertacdo sdo de interesse direto para
pesquisadores que estudam enzimas digestivas em artropodes hemat6fagos. Em varios
experimentos de fisiologia intestinal, compostos que supostamente alteram
metabolicamente o intestino destes artropodes sdo administrados através de experimentos
de repasto artificial. Para manter o sangue fluido o suficiente para que o0 mesmo seja
ingerido com sucesso, 0 uso de um anticoagulante é essencial. Até o0 momento, a escolha
de anticoagulantes é feita de maneira aleatoria, sem considerar a influéncia destes
compostos na atividade enzimatica que esta sendo estudada. Nossos resultados mostraram
que a escolha do anticoagulante em repastos artificiais influenciam principalmente a
atividade proteolitica nos intestinos dos insetos hemato6fagos L. longipalpis (vetor urbano
de L. infantum nas Américas) e A. aegypti (principal vetor urbano de arboviroses a
humanos nas Américas). A atividade tripsinolitica em L. longipalpis foi a que sofreu a
maior influéncia da escolha do anticoagulante. O uso de heparina na concentracdo de
2U/mL foi a que causou menos desvio da atividade observada para insetos alimentados
em hospedeiro humano sem a presenca de anticoagulantes. Estes resultados serdo
importantes para alertar pesquisadores da area de fisiologia intestinal de insetos
hematofagos quanto a importancia da escolha de anticoagulantes nos estudos de atividade
enzimatica intestinal. Além disso, infeccBes artificiais sdo feitas com a presenca de
anticoagulantes suplementados ao sangue e parasitos. O estudo da influéncia da escolha
de anticoagulantes no desenvolvimento de patégenos no intestino destes insetos torna-se
importante para que conclusdes experimentais ndo sejam mascaradas pela influéncia
direta da acdo de um anticoagulante em experimentos de fisiologia intestinal de insetos
hemat6fagos ou de interacdo vetor-patdgeno.
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8 CONCLUSOES

e A utilizacdo do anticoagulante heparina na concentragao de 2U/mL resultou em
uma atividade de a-glicosidase estatisticamente mais baixa a 72 horas apds o
repasto sanguineo, com perfil de atividade enzimatica mais uniforme, sugerindo
este ser o anticoagulante de escolha para o estudo da atividade de a-glicosidase
em L. longipalpis.

e Nossos experimentos apontam para 0 EDTA como o anticoagulante de escolha
para o estudo da atividade de a-glicosidase intestinal de 4. aegypti, uma vez que
o perfil enzimatico observado para este coagulante se assemelha ao perfil
observado para insetos alimentados em hospedeiro humano.

e Nossos experimentos apontam para o citrato de sédio 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 enzimatico observado para este
coagulante se assemelha ao perfil observado para insetos alimentados em
hospedeiro humano.

e A escolha de um anticoagulante parece ndo influenciar a atividade de
hexosaminidase intestinal de A. aegypti.

e 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.

e Acescolha do anticoagulante causou um grande impacto na atividade tripsinolitica
intestinal de L. longipalpis, sendo que heparina (nas concentracfes de 2U/mL e
150U/mL) é o anticoagulante de escolha para estudo desta atividade nesta espécie
de flebotomineo.

e Nossos experimentos apontam para o citrato de sodio e EDTA como 0s
anticoagulantes de escolha para o estudo da atividade tripsinolitica intestinal de
A. aegypti.
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