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RESUMO

Lutzomyia longipalpis, é o principal vetor de Leishmania infantum nas Américas, os adultos
alimentam-se em grande parte de sua vida de solucdes acucaradas, embora as fémeas
necessitem de sangue para o desenvolvimento ovariano. A ingestdo de sangue provoca
alteracOes fisioldgicas no intestino médio, especialmente na regulacdo do pH luminal, que passa
de 6,0 (em dieta de sacarose, mantido ativamente por V-ATPases) para cerca de 8,1, quando
ingerem sangue ou solugdes contendo proteinas. Essa alcalinizacdo intestinal influencia a
atividade enzimatica e o desenvolvimento de Leishmania, envolvendo trés mecanismos
principais: liberagdo de CO: do sangue ingerido; sinalizagdo hormonal por células endécrinas
intestinais; e o transporte de aminoacidos acoplado a entrada de ions H' nos enterdcitos. OS
experimentos realizados neste trabalho indicam que a alcalinizagdo intestinal em fémeas de L.
longipalpis depende do aumento da pressdo osmotica no Iimen intestinal. A alimentacdo dos
insetos com solucdo contendo PEG 8.000 promoveu alcalinizagdo de forma concentracao-
dependente, sendo mais intensa com soluc@es mais concentradas ou ricas em sais. A sacarose,
misturada & solugdo de PEG, tambeém potencializou esse efeito. Outras moléculas, como
Dextran, Celobiose e PEG 100.000, utilizadas em outros experimentos de alimentacao,
induziram respostas semelhantes. Além disso, verificou-se que a aplicacdo de solugdes
hiperosmoticas na superficie basolateral de intestinos isolados ndo induz alcalinizacéo,
sugerindo que o desbalanco osmotico responsavel por esse processo ocorre entre o limen
intestinal e a regido apical dos enterdcitos. Ficou claro também que a inibicdo de aquaporinas
interfere significativamente na alcalinizagdo intestinal em L. longipalpis. Demonstrou-se que
nem a ingestdo de microesferas de latex nem o estiramento mecanico do intestino sdo capazes
de induzir alcalinizacdo, descartando a hipdtese de que a distensao intestinal durante o repasto
sanguineo seja um gatilho para esse processo. Diferente da hemolinfa de fémeas alimentadas
com sangue, que induz alcalinizagdo em intestinos isolados, a hemolinfa de fémeas alimentadas
com PEG 8.000 ndo apresenta esse efeito. Além disso, ndo foram observadas diferencas nas
concentracOes de aminoécidos na hemolinfa entre os dois grupos, o que exclui esses compostos
como adjuvantes da alcalinizacdo. Por fim, foi possivel recuperar a molécula alcalinizante
liberada pelos intestinos através de experimento que induz o influxo de Ca?>" em células
enteroenddcrinas. Testes com aplicacdo de insulina e serotonina em intestinos isolados de L.
longipalpis demonstraram que apenas a insulina foi capaz de induzir a alcalinizag&o intestinal.
Através de espectrometria de massa (MALDI/TOF), com o sobrenadante proveniente de
estimulagdo de intestinos com iondforo de Ca?*, foram identificados dois peptideos cuja massa
é compativel com insulinas conhecidas, como a humana e a bovina. Analises de expressdo
génica confirmaram a presenca de transcritos de peptideos semelhantes a insulina (ILPs) e de
seus receptores (ILRs) no intestino médio de fémeas. Para investigar as vias de sinalizacdo
intracelular associadas a alcalinizacdo induzida por PEG 8.000, foram realizados ensaios com
inibidores da via TOR (rapamicina e galactosamina), que resultaram na inibicdo do processo de
alcalinizacdo disparado pela alimentacdo com PEG 8.000, sugerindo a participacdo dessa via
sinalizadora no processo disparado pelo desbalanco osmético. Uma vez demonstrado que a
alcalinizacdo intestinal induzida por PEG 8.000 envolve a ativacdo da via TOR, foram
realizados experimentos com inibidores dos transportadores HCOs/Cl~ (DIDS e NPPB, ambos
a 0,1 mM), os quais bloquearam completamente o processo de alcalinizacdo. A utilizagéo de
H89 (10 uM), um inibidor de PKA, evidenciou que a fosforilacdo desses transportadores é
essencial para o processo. Alem disso, verificou-se a participacdo da adenilato ciclase e do
CAMP: a administracdo de um analogo permeével de cAMP (2,8 mM) foi capaz de reverter 0
bloqueio promovido por rapamicina, enquanto a administracdo de DDA, um inibidor da
adenilato ciclase, aboliu a alcalinizagdo, confirmando o envolvimento da via CAMP/PKA no
mecanismo de acdo de PEG 8.000. Por fim, através de ensaios de cinética enzimatica utilizando



0 substrato BApNA (1 mM), demonstrou-se que a alimentacdo com PEG 8.000 aumenta a
atividade tripsinolitica em fémeas de L. longipalpis. Ficou evidenciado que o inicio da
alcalinizacdo intestinal ndo depende da natureza quimica da molécula ingerida, mas sim de sua
concentra¢do no bolo alimentar, que gera um desbalango osmético suficiente para ativar o
processo. De forma inédita, demonstrou-se a participacao de peptideos semelhantes a insulina
(ILPs) e seus receptores (ILRs) nesse mecanismo. Esses achados, integrados ao conhecimento
pré-existente, permitirdo a formulacdo de um modelo descritivo abrangente dos processos de
alcalinizacdo intestinal em L. longipalpis.

Palavras-chave: Lutzomyia longipalpis; pH intestinal; Alcalinizacdo intestinal; PEG 8.000;
Insulin-like peptides



ABSTRACT

Lutzomyia longipalpis is the main vector of Leishmania infantum in the Americas. Adults feed
on sugar solutions for most of their lives, although females require blood for ovarian
development. Blood ingestion causes physiological changes in the midgut, especially in the
regulation of luminal pH, which increases from 6.0 (in a sucrose diet, actively maintained by
V-ATPases) to approximately 8.1 when they ingest blood or solutions containing proteins. This
intestinal alkalinization influences the enzymatic activity and development of Leishmania,
involving three main mechanisms: release of CO: from ingested blood; hormonal signaling by
intestinal endocrine cells; and the transport of amino acids coupled to the entry of H" ions into
enterocytes. The experiments performed in this work indicate that intestinal alkalinization in
female L. longipalpis depends on the increase in osmotic pressure in the intestinal lumen.
Feeding the insects with a solution containing PEG 8,000 promoted alkalinization in a
concentration-dependent manner, being more intense with more concentrated or salt-rich
solutions. Sucrose, mixed with the PEG solution, also potentiated this effect. Other molecules,
such as Dextran, Cellobiose and PEG 100,000, used in other feeding experiments, induced
similar responses. Furthermore, it was found that the application of hyperosmotic solutions on
the basolateral surface of isolated intestines does not induce alkalinization, suggesting that the
osmotic imbalance responsible for this process occurs between the intestinal lumen and the
apical region of the enterocytes. It was also clear that the inhibition of aquaporins significantly
interferes with intestinal alkalinization in L. longipalpis. It was demonstrated that neither the
ingestion of latex microspheres nor mechanical stretching of the intestine are capable of
inducing alkalinization, ruling out the hypothesis that intestinal distension during blood feeding
is a trigger for this process. Unlike the hemolymph of blood-fed females, which induces
alkalinization in isolated intestines, the hemolymph of females fed with PEG 8,000 does not
present this effect. Furthermore, no differences in the concentrations of amino acids in the
hemolymph were observed between the two groups, which excludes these compounds as
adjuvants of alkalinization. Finally, it was possible to recover the alkalinizing molecule released
by the intestines through an experiment that induces the influx of Ca?* in enteroendocrine cells.
Tests with application of insulin and serotonin in isolated intestines of L. longipalpis
demonstrated that only insulin was capable of inducing intestinal alkalinization. Using mass
spectrometry (MALDI/TOF) with the supernatant from intestinal stimulation with Ca?"
ionophore, two peptides were identified whose mass is compatible with known insulins, such
as human and bovine insulin. Gene expression analyses confirmed the presence of transcripts
of insulin-like peptides (ILPs) and their receptors (ILRs) in the midgut of females. To
investigate the intracellular signaling pathways associated with PEG 8,000-induced
alkalinization, assays were performed with TOR pathway inhibitors (rapamycin and
galactosamine), which resulted in inhibition of the alkalinization process triggered by PEG
8,000 feeding, suggesting the participation of this signaling pathway in the process triggered
by osmotic imbalance. Once it was demonstrated that intestinal alkalinization induced by PEG
8,000 involves activation of the TOR pathway, experiments were performed with inhibitors of
the HCOs7/Cl™ transporters (DIDS and NPPB, both at 0.1 mM), which completely blocked the
alkalinization process. The use of H89 (10 uM), a PKA inhibitor, demonstrated that
phosphorylation of these transporters is essential for the process. Furthermore, the participation
of adenylate cyclase and cCAMP was verified: the administration of a permeable cAMP analogue
(2.8 mM) was able to reverse the blockade promoted by rapamycin, while the administration of
DDA, an adenylate cyclase inhibitor, abolished the alkalinization, confirming the involvement



of the cAMP/PKA pathway in the mechanism of action of PEG 8,000. Finally, through enzyme
Kinetics assays using the substrate BApNA (1 mM), it was demonstrated that feeding with PEG
8,000 increases the trypsinolytic activity in female L. longipalpis. It was evident that the onset
of intestinal alkalinization does not depend on the chemical nature of the ingested molecule,
but rather on its concentration in the food bolus, which generates an osmotic imbalance
sufficient to activate the process. In an unprecedented way, the participation of insulin-like
peptides (ILPs) and their receptors (ILRS) in this mechanism was demonstrated. These findings,
integrated with pre-existing knowledge, will allow the formulation of a comprehensive
descriptive model of intestinal alkalinization processes in L. longipalpis.

Keywords: Lutzomyia longipalpis; Intestinal pH; Intestinal alkalinization; PEG 8,000; Insulin-
like peptides
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1. INTRODUCAO

1.1 Lutzomyia longipalpis
Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) é um inseto pertencente a ordem Diptera,
familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae (FORATTINI, 1973). Essa espécie
caracteriza-se por ser dividida em pelo menos quatro espécies cripticas (VIGODER et al.,
2010). Devido a sua ampla distribuicdo, que vai do sul do México ao norte da Argentina,
apresenta inimeros nomes populares, dentre os quais podemos destacar: mosquito-palha,
birigui, asa-caida, asa-branca, dentre outros (YOUNG; DUNCAN, 1994).

Apresenta um ciclo de vida holometabolo, passando pelas fases de ovo, larvas (com
quatro estadios larvais), pupa e adultos (Figura 1) (FORATTINI, 1973; SHERLOCK, 2003;
SOARES; TURCO, 2003). As larvas se desenvolvem em locais como como serapilheiras,
troncos de arvores em decomposi¢do, fendas de rochas e cavernas; em ambiente urbano
destacam-se jardins e quintais arborizados, nos quais sdo frequentes a utilizacdo de adubos
organicos. Essas mesmas larvas se alimentam nestes locais de qualquer matéria organica de
origem vegetal em decomposicdo, bem como de fezes de animais (FERRO et al., 1997;
FORATTINI, 1973; YOUNG; DUNCAN, 1994).

Os adultos alimentam-se de solucdes acucaradas durante grande parte de sua vida, como
néctar, seiva de plantas, e secrecdes de afideos (CHANIOTIS, 1974; RIBEIRO; ROWTON;
CHARLAB, 2000; WALLBANKS et al., 1991). Contudo, as fémeas necessitam realizar
alimentacdo sanguinea, algo essencial ao seu desenvolvimento ovariano. L. longipalpis é um
inseto eclético, alimentando-se de diversos hospedeiros, dentre 0s quais 0s canideos e 0 proprio
homem. Apoés a alimentacdo sanguinea, as fémeas realizam a postura dos ovos nos mesmos
ambientes nos quais encontram-se as larvas (FERRO et al., 1997; FORATTINI, 1973;
SOARES; TURCO, 2003; YOUNG; DUNCAN, 1994).
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Ovos

Macho Fémea

Adultos

Pupa

Figura 1 - Ciclo bioldgico de Lutzomyia longipalpis. Ciclo biolégico de L. longipalpis onde se
observam-se as fases de desenvolvimento do inseto: ovos, quatro estadios larvais (L1 — L4), pupa e

adultos. (Fotos por Nelder Gontijo).

L. longipalpis é o principal vetor de Leishmania infantum (Ross, 1903) nas Américas, 0
agente etiol6gico da leishmaniose visceral americana (SOARES; TURCO, 2003). Destaca-se 0
fato de que existe uma forte correlagdo entre as distribuigdes dos casos de leishmaniose visceral
e do proprio inseto L. longipalpis, o qual encontra-se em quase toda extensdo do territério
brasileiro, destacando-se uma maior concentracdo na regido nordeste do pais (Figura 2)
(ANDRADE-FILHO et al., 2017; HARHAY et al., 2011; SHAW; RANGEL, 2018).



27

J $ o
\-'0-':

Legend

@  Municipalities with records of Lutzomyia longipaipis
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Figura 2 - Distribuic8o geogréafica de Lutzomyia longipalpis e sua correlagdo com casos
humanos e caninos de leishmaniose visceral. Distribui¢do geografica no Brasil da ocorréncia de L.
longipalpis (pontos verdes sobre 0 mapa), bem como a ocorréncia de casos de leishmaniose visceral
humana e canina (cor bege), ou exclusivamente canina (cor laranja), destaca-se também a auséncia de

relatos em alguns estados (cor verde). Adaptado de Shaw and Rangel, 2018.

E importante salientar que L. longipalpis ¢ a espécie de flebotomineo mais bem adaptada
ao ambiente urbano, com alguns estudos apontando um crescimento desse processo de
urbanizacdo do inseto a partir dos anos 80, o que tem consequéncia direta na epidemiologia da
leishmaniose visceral (ANDRADE-FILHO et al., 2017; HARHAY et al., 2011; LAINSON;
RANGEL, 2005; RANGEL; LAINSON, 2009). Além disso, alguns trabalhos suportam a teoria
de que L. longipalpis trata-se, na verdade, de um complexo de espécies morfologicamente

similares, 0 que pode acarretar diferenga na competéncia vetorial de diferentes populacGes
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geogréficas (BAUZER et al., 2007; MAINGON et al., 2008; SHAW; RANGEL, 2018; SILVA
FERNANDES et al., 2020; VIGODER et al., 2010).

Como o desenvolvimento de L. infantum se restringe ao ambiente intestinal de fémeas
de L. longipalpis, existem vérios estudos que buscaram investigar aspectos histologicos,
bioquimicos e fisiologicos do intestino desses insetos (GEMETCHU, 1974; RUDIN;
HECKER, 1982). O tubo digestivo ¢ do tipo completo, sendo divido em trés porcdes principais:
intestino anterior (da boca a cardia), intestino médio (da cardia ao piloro) e intestino posterior
(do piloro ao anus) (Figura 3) (TERRA; FERREIRA, 2005, 1994, 2012). O intestino médio,
porcdo onde ocorre o processo de digestdo do inseto, e onde da-se o desenvolvimento de
Leishmania (BATES, 2007a; DOSTALOVA; VOLF, 2012; ROGERS; CHANCE; BATES,
2002), é constituido de uma monocamada epitelial, com células cilindricas que apresentam
microvilosidades voltadas para a por¢do luminal do intestino (GEMETCHU, 1974; RUDIN;
HECKER, 1982), podendo ainda ser subdividido em duas partes: intestino médio toracico e
intestino médio abdominal (MALTA et al., 2024b).

Intestino Anterior . . Intestino Posterior
Intestino Médio

Faringe

Tubulos de Malpighi

Diverticulo

Figura 3 - Sistema digestivo de flebotomineo. llustracdo do trato digestivo de fémeas de
flebotomineo. Destaque para as divisdes anatdmicas em intestino anterior, intestino médio e intestino
posterior. Destacam-se também algumas estruturas acessdrias, como diverticulo e tubulos de Malpighi.
Adaptado de Jobling, 1987.
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Grandes mudancas fisioldgicas sdo observadas no intestino médio abdominal do inseto
guando este se alimenta de sangue, sendo que a mudanga do pH intestinal destaca-se como uma
das principais, uma vez que tem influéncia sobre a producao e atividade de enzimas digestivas,
bem como sobre o processo de desenvolvimento de L. infantum no flebotomineo (BATES;
TETLEY, 1993; GONTIJO et al., 1998; IN; RELATIONSHIPS, 2008; ROGERS et al., 2008;
SANTOS et al., 2008, 2011, 2014; TERRA; FERREIRA, 1994).

Em fémeas de L. longipalpis alimentadas com sacarose é observado um valor
luminal de pH igual a 6.0, portanto um valor de pH &cido, o qual ¢
mantido de forma ativa, o que ficou evidenciado pela capacidade desses insetos de
acidificarem uma solucéo de sacarose tamponada no pH 7,5 assim que ela é ingerida (SANTOS
et al., 2008). Essa manutencdo de pH acido se da pela acdo de V-ATPases, proteinas que
bombeiam ativamente ions H* a partir da hidrélise de ATP (RAMALHO-ORTIGAO et al.,
2007). Vale destacar que as principais enzimas envolvidas na digestdo de agucares, as alfa-
glicosidases, apresentam atividade 6tima em valores de pH &cidos. As alfa-glicosidases sdo
enzimas, em sua maior parte, ligadas a membrana do intestino médio e sua atividade é maior
na porgdo toracica do mesmo (GONTIJO et al., 1998; MALTA, 2021; SANTOS et al., 2008).
Quando as fémeas sdo alimentadas com sangue, 0 mecanismo de manutencdo de pH 6 é
desligado e é observado um aumento do valor de pH luminal, o qual, logo apds a ingestdo de
sangue, sobe para aproximadamente 8,1, caindo gradativamente conforme a digestdo vai
avancando (SANTOS et al., 2008). A alcalinizagdo observada na por¢ao abdominal do intestino
médio é importante para o funcionamento das principais enzimas intestinais envolvidas com a
digestdo de proteinas, como por exemplo as tripsinas (GONTIJO et al., 1998; NEPOMUCENO
etal., 2017a; SANTOS et al., 2008; TELLERIA et al., 2007; TERRA; FERREIRA, 1994).

Até entdo acreditava-se que o processo de alcalinizagdo como um todo iniciava-se a
partir da percepcdo da presenca de proteinas no interior do intestino, isso porque, conforme
descrito por (SANTOS et al., 2011), a alimentacéo de fémeas de L. longipalpis com diferentes
tipos de proteinas purificadas, incluindo proteinas como lisozima e caseina, ambas na
concentragdo de 5% (que naturalmente uma fémea nunca encontraria em sua alimentacéo),
foram capazes de disparar os mecanismos de alcalinizacdo intestinal. Estes resultados pareciam

indicar que a formacdo de peptideos resultantes do préprio processo de digestdo, poderiam ser
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o0 gatilho que culminava com a ativacdo dos mecanismos de alcalinizagdo, bem como com o

desligamento do mecanismo de manutengéo do pH 6,0.

1.2 Mecanismos de alcalinizacéo intestinal

Séo trés os mecanismos de alcalinizacdo intestinal descritos até o momento, todos
identificados em fémeas de L. longipalpis (SANTOS et al., 2008, 2011), sendo eles: a
volatilizagdo de CO durante o processo de alimentagdo do inseto, processo que ocorre como
consequéncia da passagem do sangue pelas pecas bucais do inseto durante o processo de
alimentacdo. A movimentacdo do sangue pelo aparelho bucal do inseto causa um desbalanco
de CO2, em uma reacdo semelhante a de alcalose respiratoria, onde a saida de CO2 do sangue
leva ao consumo de H* (CO, + H,0 <> H,CO3 « HCOs"+ H*), com isso 0 sangue ja chegaria ao
intestino do inseto com um valor de pH acima do encontrado no proprio hospedeiro; o segundo
mecanismo tem relacdo direta com o desligamento das V-ATPases e com a ativacdo de
transportadores de HCOs". Moléculas, provavelmente hormonios, liberados na hemolinfa dos
insetos durante o processo de alimentagdo sanguinea, sdo reconhecidas pela superficie
basolateral dos enterdcitos, culminando com uma cascata de sinalizacdo intracelular que inibe
a acdo das V-ATPases e ativa os transportadores de HCO3/Cl" (LEITE; EVANGELISTA,
2001; SANTOS et al., 2011). Tanto as bombas de H* quanto os transportadores de HCO3/CI
estdo localizados na superficie apical (ou seja, voltadas para o limen) dos enterécitos; o terceiro
mecanismo consiste em um sistema de transporte do tipo simporte, em que certos aminoacidos
sdo transportados conjuntamente com ions H* do limen intestinal para o citoplasma dos
enterdcitos (sistema PAT), o que resulta na alcalinizacdo do lumen intestinal e acidificacdo do
citoplasma dos enterdcitos (NEPOMUCENO et al., 2020). Nepomuceno e colaboradores, 2020,
mostraram ainda que, além desses trés mecanismos anteriormente expostos, pode existir um
outro mecanismo de alcalinizagdo, no qual certos aminoacidos sdo capazes de entrar nos
enterdcitos por transportadores diferentes de PAT, posteriormente convergindo para uma
mesma via de sinalizacdo. A participacdo conjunta destes mecanismos seria responsavel pela

alcalinizacdo observada quando o inseto ingere sangue.
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O entendimento completo das vias de sinalizagdo envolvendo cada um dos trés
mecanismos ainda ndo se encontra totalmente esclarecido. A participacdo de segundos
mensageiros no processo de sinalizacdo intracelular foi recentemente apontada e confirmada
em fémeas de L. longipalpis (NEPOMUCENO et al., 2022b, 2022a). Foi identificada a
capacidade de desligamento das V-ATPases, bem como a capacidade de ativacdo de
transportadores HCO37/CI" pelo segundo mensageiro cCAMP (NEPOMUCENO et al., 2022a).

Outro ponto ainda ndo esclarecido é aquele que diz respeito ao papel de cada aminoacido
no processo de alcalinizagdo intestinal. E sabido que aminoacidos como leucina e serina s&o
capazes de contribuir para a alcalinizacdo intestinal através dos transportadores PAT que
realizam o cotransporte de aminoécidos com ions H+, retirando estes ions do Iimen intestinal
(NEPOMUCENO et al., 2020). Contudo, aminoacidos como lisina e arginina ndo sao
absorvidos pelo intestino utilizando transportadores PAT, mas mesmo assim, sdo capazes de
induzir alcalinizacdo, provavelmente através de sua entrada por outros transportadores
diferentes de PAT. Vale destacar que, apesar de todos esses aminoacidos (serina, leucina, lisina
e arginina) ativarem, a sua maneira, o processo de alcalinizacdo intestinal, 0 mesmo nao atinge
sua maxima eficiéncia, uma vez que os aminoacidos nao sdo capazes de desligar o mecanismo
de manutencéo de pH 6,0. (NEPOMUCENO et al., 2017a, 2020, 2022b, 2022a).

1.3 Transportadores intestinais de aminoacidos e ions

A partir do momento em que fémeas de insetos hemat6fagos realizam a alimentacéo
sobre um hospedeiro, da-se inicio no intestino médio dos mesmos o processo de digestdo do
sangue ingerido (BOROVSKY, 2003; TELLERIA et al., 2007; TERRA; FERREIRA, 1994).
A digestdo acontece a partir da acdo de enzimas intestinais, destacando-se, para 0 caso das
proteinas, a acdo das tripsinas, aminopeptidases e carboxipeptidases (GONTIJO et al., 1998;
GOODING, 1973; TELLERIA etal., 2007; TERRA; FERREIRA, 2005, 1994). Alguns estudos
em mosquitos apontam para o fato de que a concentra¢do de aminoacidos na hemolinfa dos
insetos que se alimentaram de sangue sobe gradativamente a partir de 4 horas pés-alimentacéo,
atingindo sua concentracdo méxima por volta de 24 horas po6s-alimentacdo (BOUDKO et al.,
2015; UCHIDA et al., 1990).



32

Para que haja essa movimentagdo de aminoacidos entre o limen intestinal e a hemolinfa
dos insetos, é essencial a presenca de transportadores colocados tanto na superficie apical,
qguanto na superficie basolateral dos enterdcitos. Os transportadores de aminoacidos sé@o
proteinas transmembrana, que podem atuar de varias maneiras, transportando apenas
aminoacidos de maneira individual, ou mesmo atuando no transporte concomitante de
aminoéacidos e ions, tais como os ions Na*, K* e H* (KANDASAMY et al., 2018).

Muito pouco se sabe sobre os transportadores de aminoacidos de L. longipalpis, grande
parte dos estudos foram desenvolvidos em modelos de insetos de outras ordens, como
Lepidoptera e Coleoptera. Boudko e colaboradores mostraram que grande parte dos
transportadores ja estudados apresentam caracteristicas conservadas, apresentando ortologias
gue permitem que sejam conjuntamente agrupados (BOUDKO et al., 2005, 2015). Em Diptera,
a maior parte dos trabalhos é focada no transporte de aminodcidos em mosquitos,
principalmente em Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) e mosquitos do género Anopheles
(BOUDKO, 2012; BOUDKO et al., 2015; CARPENTER et al., 2012; HANSEN et al., 2011;
MELESHKEVITCH et al., 2009).

Um dos principais grupos de transportadores de membrana sdo os SLCs (Solute
Carriers), apresentando ampla distribuicdo entre os seres vivos e mostrando capacidade de
transporte para nutrientes, ions e xenobioticos (DENECKE et al., 2020). Os transportadores da
familia SLC7 foram bem caracterizados em vertebrados, sendo seus homologos encontrados
principalmente em mosquitos (CARPENTER et al., 2012). Esses transportadores podem ser
divididos em duas subfamilias, sendo elas: transportadores catiénicos de aminoacidos (CAT;
Cationic Amino acid Transporters), 0s quais apresentam alta especificidade por aminoacidos
carregados positivamente; e o0s transportadores heterodiméricos de aminoacidos (HAT;
Heterodimeric Amino acid Transporters), que tem especificidade no transporte de aminoacidos
de cadeia ramificada (BOUDKO, 2012; CARPENTER et al., 2012). Vale ressaltar o papel dos
transportadores da familia SLC7 na ativacdo da via TOR do corpo gorduroso de fémeas de A.
aegypti (CARPENTER et al., 2012). Destaca-se que a via TOR é uma importante via de
sinalizacdo celular envolvida na percepcdo do estado nutricional de células eucariotas (item
1.4).
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Outra familia de transportadores é a SLC36, que consiste em transportadores de
aminoacidos dependentes de protons (PAT; Proton-dependent Amino acid Transporters), 0s
quais realizam o simporte de aminoacidos e H" na proporcéo estequiométrica de 1:1 (BOLL et
al., 2002; BOLL; DANIEL; GASNIER, 2004; EVANS; AIMANOVA,; GILL, 2009; SAGNE
et al., 2001). Esses transportadores séo independentes de ions metélicos, mas dependem dos
fons H*, determinando um queda no valor do mesmo em direcdo ao local de transporte
(EVANS; AIMANOVA; GILL, 2009). Em A. aegypti, AaPATL1 é expresso na superficie apical
dos enterdcitos, participando do transporte de aminoacidos de maneira ndo muito especifica,
além disso sua expressao é induzida logo ap6s o repasto sanguineo (EVANS; AIMANOVA,;
GILL, 2009). Vale destacar que um dos principais mecanismos de alcalinizacdo, citados
anteriormente em L. longipalpis, tem relacdo direta com os transportadores do tipo PAT
(NEPOMUCENO et al., 2020). Evans e colaboradores também chamam a atencédo para o fato
de que os transportadores do tipo PAT parecem ter grande influéncia sobre a ativacdo da via
TOR de sinalizacdo intracelular.

Além desses transportadores anteriormente citados, destacam-se também os seguintes
transportadores: LAT (L-system Amino acid transportes), os quais tem especificidade por
amino&cidos neutros e basicos, sua expressdo foi confirmada no intestino de larvas de A. aegypti
(CARPENTER et al., 2012; JIN et al., 2003); e transportadores do tipo NAT (Nutrient Amino
acid Transporters), os quais estdo envolvidos no transporte, principalmente, de aminoacidos
aromaticos (BOUDKO et al., 2005; CARPENTER et al., 2012), esses transportadores estdo
incluidos na superfamilia dos SLCs, mais especificamente na familia SLC6 e sdo dependentes

do transporte concomitante de fons Na* e K*.

O transporte de ions tem papel central no funcionamento dos mais diversos sistemas
bioldgicos e esta envolvido na manutencdo da homeostase fisiologica. As Na'/K*-ATPases e
as V-ATPases sdo bombas ibnicas  eletrogénicas que  utilizam  ATP
como fonte de energia participando da geragdo e manutencdo do potencial de membrana das
celulas intestinais de insetos, tornando o interior das células mais negativo com relagdo ao meio
externo (HARVEY, 2009; WIECZOREK et al., 2009). Cada uma dessas bombas apresentam
suas particularidades, e vao variar em fungdo de uma dada resposta fisiolégica. Sendo assim, a

diferenga de potencial criada por essas bombas é a base de funcionamento para outros
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transportadores, como os transportadores PAT e NAT, o primeiro dependendo de um gradiente
de H", e 0 segundo se aproveitando do gradientes de Na™ e K* criado pelas bombas.

Além de sistemas de transporte de cations, transportadores de anions estdo
envolvidos nos mecanismos de controle do pH da luz intestinal, a exemplo do antiporte HCO3"
ICI" (bombeamento de bicarbonato para o Iimen e cloreto para o citoplasma). Quando a
acetazolamida, um inibidor da anidrase carbdnica, foi testada em fémeas de L. longipalpis, o
processo de alcalinizacdo ficou prejudicado indicando que o transporte de ions bicarbonato
gerado pela anidrase carbonica a partir de CO2 e H20 participa desse mecanismo (SANTOS et
al., 2011).

Além de todos esses transportadores descritos anteriormente, que sem davida alguma,
participam de forma integrada a garantir uma alcalinizagéo intestinal eficiente, vale destacar o
papel de segundos mensageiros, os quais, em vias de sinalizacdo, desempenham papel
fundamental na transducdo de sinais. De maneira geral, segundos mensageiros sdo pequenas
moléculas que fazem a sinalizacdo inicial quando um receptor é ativado por um ligante
especifico ("Second Messengers,” 2017). Eles difundem-se rapidamente pelo interior das
celulas, passando a atuar sob enzimas, transportadores e canais ibnicos. Dentre os principais
sistemas de segundos mensageiros encontram-se 0s nucleotideos ciclicos, sendo seus principais
representantes: monofosfato ciclico de adenosina (CAMP) e monofosfato ciclico de guanosina
(cGMP) (NEWTON; BOOTMAN; SCOTT, 2016; WALLER; SAMPSON, 2018).

Na mosca Calliphora vicina (Robineau-Desvoidy, 1830) foi demonstrada a participacdo
de cAMP no processo de sinalizacdo celular que culmina com a produc¢do de uma saliva &cida.
O hormonio serotonina ativa uma cascata de sinalizagdo que aumenta a quantidade de CAMP
intracelular. O aumento de cCAMP induz a ativacdo de V-ATPases responsaveis pelo
bombeamento de H* para o limen da glandula salivar (DAMES et al., 2006; SCHEWE;
SCHMALZLIN; WALZ, 2008; ZIMMERMANN et al., 2003). Para fémeas de L. longipalpis
foi demonstrado que cCAMP participa do processo de alcalinizagéo intestinal. Quando intestinos
acidos desses insetos foram estimulados diretamente com cAMP, 0s mesmos tornaram-se
alcalinos, além disso, a inibicdo da enzima adenilato ciclase foi capaz de bloquear o processo

de alcalinizacdo intestinal disparado a partir da acdo de moléculas alcalinizantes da hemolinfa
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dos insetos logo apos a alimentagdo com sangue (NEPOMUCENO et al., 2022a). Isso se deve
a posicgéo da adenilato ciclase na via de sinalizacdo celular que leva a alcalinizacéo. Essa enzima
estd colocada abaixo (downstream) dos receptores envolvidos no reconhecimento da molécula
presente na hemolinda das fémeas alimentadas com sangue, seu bloqueio, portanto, ndo impede
o reconhecimento das moléculas por parte dos intestinos, mas impede a continuacdo da
sinalizacdo celular que culminaria com o processo de alcalinizagdo. Nepomuceno e
colaboradores demonstraram ainda a acdo direta de CAMP na ativacdo de Na*/K*-ATPases,
mostrando o papel central desse mensageiro tanto no processo inicial da digestdo (aumento do
pH intestinal), como nos processos de absorcdo de nutrientes (NEPOMUCENO et al., 2022b,
2022a).

1.4 Aquaporinas

Nas células de todos os organismos vivos, a dgua € um dos componentes mais
abundantes, o que faz com que estratégias para uma eficiente regulacédo de sua entrada e saida
sejam de extrema importancia. A agua das células pode se difundir livremente através de suas
membranas plasmaticas, porém essa movimentacdo é limitada. O fato de diferentes celulas
apresentarem diferentes taxas de movimentacdo de agua, foi um fator que levou varios
pesquisadores a inicialmente hipotetizarem a existéncia de transportadores especificos daquela
molécula, portanto, a presenca em maiores ou menores quantidades desses transpotadores
poderia explicar, pelo menos parcialmente, essa diferenca na movimentacdo de agua entre as
células (KRUSE; UEHLEIN; KALDENHOFF, 2006).

Em 1993, Agre e colaboradores, em estudos com ovacitos de Xenopus sp. demonstraram
as primeiras proteinas identificadas como sendo as responsaveis por transporte majoritario de
agua, batizando-as de aquaporinas (AQP1 e AQPO) (AGRE et al., 1993). Posteriormente ficou
demonstrado que as aquaporinas podem ser divididas em duas subfamilias: a primeira agrupa
aquelas relacionadas Unica e exclusivamente com o transponte de agua; ja a segunda subfamilia
reline as aquaporinas que, além de transportarem agua, sdo responsaveis pelo transporte de
solutos ndo-polares como glicerol e uréia (BENOIT et al., 2014; ISHIBASHI et al., 2011;
KRUSE; UEHLEIN; KALDENHOFF, 2006; VERKMAN, 2013).
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As aquaporinas séo proteinas intrinsecas de membranas, compostas por seis alfa-hélices
transmembrana e duas hélices curtas (dominios asparagina-prolina-alanina; NPA), as quais
formam um poro que conecta o ambiente intracelular ao extracelular (Figura 4) (KRUSE;
UEHLEIN; KALDENHOFF, 2006; SPRING; ROBICHAUX; HAMLIN, 2009; VERKMAN,
2013). Séo encontradas de arquéas até mamiferos, sendo observadas sob inimeras isoformas,
podendo apresentar diferentes tipos de modificagcOes, o que faz com que tenham especificidades
relacionadas ao tecido onde séo expressas (KRUSE; UEHLEIN; KALDENHOFF, 2006).
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Figura 4 — Estrutura geral das Aquaporinas. Esquema representativo da estrutura basica das
aquaporinas. Na parte superior da imagem observa-se a disposi¢do linear das estruturas terciarias da
proteina, onde destacam-se as seis alfa hélices transmembrana, bem como as hélices curtas que formam
os dominios NPA. Na parte inferior observa-se o esquema ilustrativo da estrutura quaternaria das
aquaporinas, onde destaca-se a formacdo do poro pelos dominios NPA. Adaptado de JUNG et al.,
1994 e SPRING; ROBICHAUX; HAMLIN, 2009.

Dentre os insetos, acredita-se que o numero de genes relacionados a diferentes
aquaporinas pode variar entre seis e dez (BENOIT et al., 2014; DRAKE; RODRIGUEZ;
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HANSEN, 2015b; ISHIBASHI et al., 2011; SPRING; ROBICHAUX; HAMLIN, 2009). Umas
das primeiras aquaporinas caracterizadas entre os insetos foi isolada de Cicadella viridis
(Linnaeus, 1758), os quais se alimentam do fluido presente no xilema de plantas (HUBERT et
al., 1989; SPRING; ROBICHAUX; HAMLIN, 2009). A quantidade de liquido que esses
insetos tem que ingerir para acumular uma certa quantidade de nutrientes faz com que eles
tenham que lidar com um grande volume de liquido. Ficou demonstrado entdo que a expressao
da proteina AQPcic nos tubulos de Malpighi daquele inseto estava diretamente relacionada com
a capacidade de excrecdo do inseto, possibilitando a eliminacdo de agua e consequente
concentracdo de nutrientes (HUBERT et al.,, 1989). Dentre os insetos hematdfagos, as
aquaporinas foram apontadas como sendo extremamente importantes em fatores relacionados
com a homeostase de agua, resisténcia a dessecacdo, concentracdo do sangue durante a
alimentacdo, dentre outros (BENOIT et al., 2014; SPRING; ROBICHAUX; HAMLIN, 2009).

Em A. aegypti foram identificadas seis aquaporinas, as quais apresentam diferentes
padrdes de expressdo a depender do tecido analisado. No intestino médio e tibulos de Malpighi
desse inseto, ficou demonstrado que as APQ1, 2, 4 e 5, sdo aquelas de maior expressao, sendo
que apresentam pico de expressdo em fémeas logo apds o repasto sanguineo (DRAKE;
RODRIGUEZ; HANSEN, 2015b). Vale destacar que a analise transcricional do intestino médio
de L. longipalpis mostrou expressdo de aquaporinas apés a alimentacdo com sangue de fémeas
desse inseto (BENOIT et al., 2014; JOCHIM et al., 2008).

Trés horas apds alimentacdo com sangue, as fémeas de A. aegypti sdo capazes de
excretar cerca de 75% do volume total do sangue ingerido em forma de urina (DRAKE;
RODRIGUEZ; HANSEN, 2015b; WILLIAMS; HAGEDORN; BEYENBACH, 1983). Esse
dado se torna de extrema importancia para o presente trabalho porque mostra a alta capacidade

desses insetos em concentrar seu bolo alimentar, e ao que tudo indica, por meio de aquaporinas.

1.5ViaTOR
Uma das principais vias de sinalizacdo celular envolvidas com o estado nutricional de
um organismo € a chamada via TOR, que por sua vez encontra-se extremamente conservada
entre o0s eucariotos (OLDHAM; HAFEN, 2003; SCHMELZLE; HALL, 2000;
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WULLSCHLEGER; LOEWITH; HALL, 2006). TOR (Target of Rapamicyn) é uma quinase
do tipo serina/treonina (apesar de se tratar se um complexo multiproteico, € comum na area 0
tratamento da via como uma unidade), pertencendo a familia das quinases relacionadas ao
fosfatidilinositol (PIKK; Phosphatidylinositol Kinase-related Kinase), representando um
complexo multiprotéico de efetores celulares com participacdo em processos como crescimento
e progressdo do ciclo celular, autofagia, integragédo de sinais e mobilizacdo de nutrientes
(Figura 5) (DE VIRGILIO; LOEWITH, 2006a; FINGAR; BLENIS, 2004; LOEWITH et al.,
2002).

O sistema TOR pode ser dividido em dois complexos multiproteicos: TORC1 e TORC2
(Figura 5). A principal diferenca entre os complexos reside nos estimulos aos quais eles séo
responsivos, bem como nos processos que ambos sdo capazes de controlar. TORC1 responde a
disponibilidade de nutrientes, principalmente a presenca de amino&cidos, participando do
controle de processos como crescimento e metabolismo celular; TORC2, por sua vez, participa
principalmente de processos de remodelacdo celular, envolvendo a reestruturacdo do
citoesqueleto (Figura 5). Uma das principais diferencas entre os dois complexos diz respeito a
resposta a rapamicina, somente TORCL é sensivel a essa molécula (Figura 5) (DE VIRGILIO;
LOEWITH, 2006a; DUSZENKO et al., 2011; INOKI et al., 2005; LOEWITH et al., 2002;
WULLSCHLEGER; LOEWITH; HALL, 2006).

A rapamicina é uma lactona macrociclica inicialmente isolada de extratos da bactéria
Streptomyces higroscopicus. Essa droga é capaz de desencadear um estimulo que mimetiza a
privacao de nutrientes, o que resulta em reducdo da taxa de crescimento e proliferacdo celular,
0 gue impacta diretamente o ciclo celular (ABRAHAM; WIEDERRECHT, 1996; LI; KIM;
BLENIS, 2014; SCHMELZLE; HALL, 2000).



39

Nutrients
Oxygen Growth factors

Enorgy\ \( / / \

- 1\
o -/ \\\/ Actincyoskeleton || Calsurval

synthesis
Jyroees. Autophagy |

\ [ Nucieotide |

synthesis | | Glycolysis i
J

Anabolic cell growth and proliferation

Figura 5 - Via TOR de sinalizacdo celular. Esquema da via TOR de sinalizagdo celular.
Destaque para os estimulos capazes de ativar os dois complexos que compdem TOR (mTORC1 e
mTORC2). Em roxo vé-se as fungBes celulares coordenadas por mTORCL e tem rosa as funcgdes
coordenadas por mTORC2. Destaca-se ainda a acdo da molécula 4E-BP (em laranja escuro), controlada
por mTORCL, e que, no seu estado ndo fosforilado, inibe os eventos traducionais relacionados a via
TOR. Adaptado de Lietal., 2014.

Em A. aegypti, alguns estudos mostram que o aumento da concentracdo de aminoacidos
na hemolinfa apds repasto sanguineo ativa a cascata de sinalizacdo do sistema TOR no corpo
gorduroso, ativando a expressdo de genes envolvidos com a vitelogénese. Além disso, quando
TOR é inibido por rapamicina, ha comprometimento da sinalizacdo ao corpo gorduroso com
relacdo a presenga de aminodcidos, interferindo na fertilidade das fémeas. (CARPENTER et
al., 2012; HANSEN et al., 2004, 2005). Em fémeas de L. longipalpis ficou demonstrado que o
tratamento desses insetos com rapamicina durante o processo de alimentacdo com sangue,
reduziu de maneira significativa a atividade de proteases intestinais, como a tripsina (SILVA
FERNANDES et al., 2020). Além disso, o tratamento desses insetos com galactosamina, uma

hexosamina derivada da galactose, reduziu a atividade de tripsina dessas fémeas alimentadas
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com sangue de maneira semelhante a rapamicina (SILVA FERNANDES et al., 2020). O
mecanismo atraves do qual a galactosamina interfere na producéo de tripsina tem relacdo com
a inibicdo competitiva realizada por esse agucar aminado no sitio catalitico das tripsinas, além
disso Silva Fernandes e colaboradores demonstraram que esse agucar é capaz de reduzir a
fosforilacdo de 4E-BP (Eukariotic Translation Initiation Factor 4E-binding Protein) a niveis
semelhantes aos observados para insetos em jejum ou alimentados somente com sacarose,
sugerindo uma reducdo de ativacdo de TOR. Acredita-se que a galactosamina possa como um

inibidor competitivo da via TOR com relacdo aos aminoacidos.

4E-BP é uma molécula que atua na inibicdo de eventos traducionais, perdendo essa
capacidade quando fosforilada. Esta colocada “downstream” a TORC1, portanto sob um estado
nutricional favoravel a ativacdo de TORCL, ocorre a fosforilagdo e inativacdo de 4E-BP,
levando a continuidade dos eventos de sinalizacdo da via TOR (Figura5) (KIM; GUAN, 2011).
Nepomuceno (2019) mostrou que apds repasto sanguineo de fémeas de L. longipalpis, ha
intensa fosforilacdo de 4E-BP, estimulando a producdo de enzimas digestivas tais como a
tripsina, mostrando a participacdo da via TOR nos mecanismos envolvendo a digestdo de
sangue. Além disso, no mesmo estudo, foi demonstrada que a acédo inibitéria de rapamicina
blogueia o evento de alcalinizacdo disparado por moléculas presentes na hemolinfa dos insetos

gue acabaram de se alimentar de sangue.

1.6 Insulina
A insulina é um dos peptideos mais bem estudados do mundo, o que se deve ao fato de
tal peptideo estar relacionado com a regulacdo do metabolismo de carboidratos em seres
humanos. A falha na producéo ou na sensibilidade a insulina leva a condig&o conhecida como
diabetes (MAYER; ZHANG; DIMARCHI, 2007; WU; BROWN, 2006). A insulina humana é
um peptideo hormonal de 51 aminoacidos, com peso molecular de 5807 Da (THOMAS;
THEVIS, 2019).

Hoje sabe-se que a molécula conhecida como insulina, é em si, apenas um de muitos
peptideos pertencentes a uma superfamilia multigénica que incluem as relaxinas, os peptideos

semelhantes a insulina (do inglés insulin-like peptides; ILPs), e os fatores de crescimento
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semelhantes a insulina (do inglés insulin-like growth factors; IGFs), todos presentes em
vertebrados (WU; BROWN, 2006), sendo diferenciados através do processamento de seus
prepropeptideos, e através das vias de sinalizacdo que sdo capazes de induzir (WEN et al.,
2010). Desse modo, é muito comum que alguns estudos relativizem o papel de todas essas
moléculas, agrupando-as sob o termo insulinas. A estrutura e funcdo dos ILPs e IGFs séo
extremamente conservadas entre 0s organismos vertebrados, o faz com que tais peptideos
possam ser utilizados como reldgios moleculares, auxiliando em estudos evolutivos (SMIT,
1998).

Entre os invertebrados, os ILPs e os IGFs formam um grupo estruturalmente
diversificado, sendo codificados por diversas familias multigénicas. Os genes relacionados a
expressao de diferentes ILPs ja foram identificados em Orthoptera, Hymenoptera, Lepidoptera
e Diptera. Todos os peptideos compartilham a estrutura basica da insulina, porém, podem
apresentar modificacGes a depender do grupo de invertebrados ao qual pertencem (SMIT, 1998;
WU; BROWN, 2006).

Vale destacar que Veenstra em 1989, apontou que os ILPs de invertebrados
provavelmente ndo teriam relacdo com a regulacdo de carboidratos na hemolinfa desses
organismos (VEENSTRA, 1989), contudo outros estudos da mesma época refutam essa
hipbtese, acusando os ILPs como homonios capazes de reduzir os niveis tanto de glicose como
de trealose presentes na hemolinfa dos insetos (CHEN; FRIEDMAN, 1977; DUVE, 1978;
NORMANN, 1975; WU; BROWN, 2006). Outros estudos, também em invertebrados,
conseguiram mostrar o papel desses peptideos em vias de sinalizacdo relacionadas com o
desenvolvimento, longevidade, metabolismo e reproducdo (CLAEYS et al., 2002; WU;
BROWN, 2006).

Entre os insetos pertencentes a ordem Diptera, os ILPs s&o muito bem conhecidos em
Drosophila melanogaster, onde sdo produzidos por sete genes bem caracterizados, com suas
expressoes variando conforme o tecido e o estagio de desenvolvimento do inseto (BROGIOLO
et al., 2001). Sete também foram os genes relacionados aos ILPs encontrados em Anopheles
gambie (Giles, 1902) (KRIEGER et al., 2004). Ja para A. aegypti, foram encontrados oito genes

relacionados a expressao de ILPs (RIEHLE et al., 2006). Um dado interessante diz respeito a
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ativagdo da via de sinalizacdo induzida pela insulina (a ligagcdo de ILPs aos seus receptores leva
a ativacdo da via fosfoinositol-3-quinase/AKT), que nos insetos, pode ser ativada por qualquer
insulina produzida entre os mamiferos, o que faz com que os ILPs tanto de vertebrados como
de invertebrados sejam vistos como homologos (TELEMAN, 2010; WEN et al., 2010).

Dentre as fémeas de mosquitos, ficou demonstrado que, hd uma ativacdo da via de
sinalizacdo relacionada a insulina logo apds a alimentacdo com sangue. A ativacdo dessa via
leva a uma cascada de eventos que culmina com a absorcdo de nutrientes, a producdo de
hormonios ecdisterdides e a producéo de vitelogenina (ARIK et al., 2009; BROWN et al., 1998,
2008; ROY; HANSEN; RAIKHEL, 2007; SIM; DENLINGER, 2008; WEN et al., 2010). Em
D. melanogaster os ILPs, atraves da ativacdo da via de sinalizacdo relacionada a insulina,
participam da ativacdo da via TOR (item 1.5) (Figura 6), o que culmina com processos
relacionados a digestdo dos insetos (BRANDON et al.,, 2008; CASTILLO; BROWN;
STRAND, 2011).
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Figura 6 — Ligacdo entre Insulina e a ativacdo de via TOR. Esquema representativo da
ativacdo da via TOR a partir da acdo da insulina. Destaque para a ativacdo do complexo TORC1, o qual

é sensivel a acdo inibitdria de rapamicina. Adaptado de Li et al., 2015.
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Dentre os ILPs produzidos por A. aegypti, acredita-se que os ILP3 e ILP4 sejam aqueles
que participam diretamente da ativacdo das vias de sinalizagdo anteriormente citadas (Insulin-
pathway e TOR-pathway). Ambos 0s peptideos sdo sintetizados no cérebro do inseto e tem sua
quantidade aumentada na hemolinfa momentos apés a alimentacdo com sangue (BROWN et
al., 2008; CASTILLO; BROWN; STRAND, 2011).

1.7 Polietilenoglicol (PEG)

Polietilenoglicol (PEG; Polyethylene glycol) é um polimero sintético derivado do
petréleo, pode também ser encontrado sob as seguintes nomenclaturas: Polyethylene oxide
(PEO) e Polyoxyethylene (POE) (BAILEY; KOLESKE, 2000). Trata-se, portanto, de um
poliéter composto por unidades repetidas de etilenoglicol [H—(O—CH2>—CH2),—OH] (Figura 7).
Comercialmente sdo encontrados com os mais diferentes graus de polimerizagédo, podendo
também apresentar ligacbes terminais especificas de grupamentos biologicamente ativos
(D’SOUZA; SHEGOKAR, 2016).
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n

Figura 7 - Molécula de Polietilenoglicol. Formula estrutural da unidade béasica de

Polietilenoglicol, onde “n” representa o nimero de repetigdes que compdem a unidade molecular.

Devido a sua ampla versatilidade, essa molécula tem sido usada para as mais diferentes

funcbes, como entrega de farmacos, produgdo de anticongelantes e lubrificantes, e como
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componentes de matrizes de purificacdo, como, por exemplo resinas de cromatografia liquida
(D’SOUZA; SHEGOKAR, 2016).

Mesmo se tratando de uma molécula sintética com a qual, em condic¢des naturais, um
inseto hemat6fago nunca entraria em contato durante o processo de alimentagdo, nosso grupo
de pesquisa, em experimentos preliminares para determinacdo de potenciais estimuladores de
alcalinizacdo, mais especificamente experimentos que buscavam determinar se a dilatacdo
intestinal durante o processo de alimentacdo teria relacdo com o disparo de mecanismos de
alcalinizacdo e com o desligamento dos processos de acidificacdo, mostrou que PEG, apesar de
ndo provocar dilatagdo no intestino dos insetos, de uma maneira ndo esclarecida, era capaz de

induzir o processo de alcalinizacdo em insetos que viessem a ingerir este composto.

Diante de tudo o que foi exposto anteriormente, 0 presente projeto surgiu com o
propdsito de identificar quais seriam os gatilhos que d&o inicio aos mecanismos de alcalinizagdo
intestinal. Como destacado anteriormente, as fémeas de L. longipalpis mostraram capacidade
de alcalinizacdo frente a diversos tipos de proteinas, até mesmo proteinas com as quais 0s
insetos jamais se alimentariam. Esses resultados indicavam que poderia haver um padréo
molecular que fosse reconhecido pelos intestinos. Além disso, a alimentacdo dos insetos com
PEG e a resposta de alcalinizacdo por parte das fémeas que se alimentavam desse composto,
indicavam existir uma outra resposta de estimulo intestinal, a qual, por sua vez, deveria ser
diferente daquela observada para proteinas, uma vez que ndo ha semelhanca estrutural entre

moléculas de proteinas e as moléculas de PEG.

Portanto, a fim de investigar os mecanismos através dos quais 0s processos de
alcalinicdo intestinal de L. longipalpis sdo iniciados, bem como seus desdobramentos
intracelulares, foram delineados uma série de experimentos, 0s quais deram origem a este
trabalho.
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2. JUSTIFICATIVA

Lutzomyia longipalpis é um inseto hemat6fago, sendo nas Américas o principal vetor
de Leishmania infantum (SOARES; TURCO, 2003), o agente etiologico da leishmaniose
visceral americana. Apresenta ampla distribuicdo pelo territorio brasileiro, destacando-se
principalmente na regido nordeste do pais (ANDRADE-FILHO et al., 2017; HARHAY et al.,
2011; SHAW; RANGEL, 2018). Além disso essa espécie é considerada a mais bem adaptada
ao ambiente urbano, com amplo crescimento desse processo de urbanizacdo a partir dos anos
80 (LAINSON; RANGEL, 2005; RANGEL; LAINSON, 2009), o que impacta diretamente em

estratégias de controle, tanto do vetor como da propria leishmaniose visceral.

O pH é uma propriedade quimica de grande importancia, influenciando nas mais
variadas func@es bioldgicas, participando de forma essencial na manutencao da homeostase de
um organismo (DEMAUREX, 2002). No que diz respeito ao processo de digestdo dos insetos,
observa-se que o pH tem papel central, uma vez que a maioria das enzimas digestivas possuem
atividade méaxima em uma faixa de pH bem determinada (APPLEBAUM, 1985; HARRISON,
2001; TERRA; FERREIRA, 1994). E sabido também que o pH do meio tem influéncia sobre o
processo de desenvolvimento de L. infantum “in vitro”, onde um pH mais acido acaba por
estimular o processo de metaciclogénese desse protozoario ao final do processo de digestdo do
inseto (BATES; TETLEY, 1993). Esse dado é extremamente interessante porque mostra haver
uma relacdo entre o processo digestivo do inseto e o préprio desenvolvimento de L. infantum,

como demonstrado por Santos e colaboradores (SANTOS et al., 2014).

Dado o fato de que a maior parte dos estudos envolvendo o controle de pH intestinal em
diferentes condic¢oes fisioldgicas foram realizados em L. longipalpis, principalmente no que diz
respeito ao pH intestinal (sua manutencao e processos digestivos que o influenciam) (GONTHO
et al., 1998; NEPOMUCENO et al., 2022a, 2022b; SANTOS et al., 2008, 2011), as fémeas
desse inseto se mostram como o melhor modelo para o estudo dos processos envolvendo os
mecanismos de alcalinizagdo intestinal que ainda ndo se encontram elucidados. Dentre estes
ultimos, destacam-se principalmente aqueles relacionados ao reconhecimento de moléculas e
inicio dos processos de alcalinizagdo intestinal. Além disso, sdo desconhecidas muitas das

etapas das vias de sinalizacdo intracelular que levam a alcalinizagdo intestinal. Com isso, 0
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presente projeto se propds a esclarecer justamente esses pontos, buscando descrever se ocorrem
ou néo padrdes moleculares que séo reconhecidos pelos intestinos de L. longipalpis, levando
ao inicio do processo de alcalinizacdo intestinal, bem como elucidar etapas de sinalizacédo

intestinal ainda desconhecidas.

Estudos que visam entender processos fisioldgicos basicos, ndo s6 de L. longipalpis,
mas de insetos hematdfagos como um todo, tém grande importancia para o preenchimento de
lacunas envolvendo aspectos basicos da fisiologia intestinal de um organismo. Além disso,
esses estudos abrem portas para o desenvolvimento de pesquisas aplicadas ao controle nao
somente do inseto vetor, como também dos patdgenos por eles transmitidos, principalmente
Leishmania, uma vez que seu ciclo de desenvolvimento se da exclusivamente no ambiente
intestinal de flebotomineos. O presente trabalho mostra sua relevancia justamente por se
debrucar sobre os aspectos basicos envolvendo o processo de alcalinizagdo intestinal de L.
longipalpis, tanto no que diz respeito a sinalizagfes intracelulares como nos processos

extracelulares que ativam esse mecanismo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

- Identificar e descrever etapas intra e extracelulares dos mecanismos de alcalinizagdo

intestinal de L. longipalpis.

3.2 Objetivos Especificos

- Padronizar ensaios de alimentacdo de L. longipalpis com a molécula sintética
Polietilenoglicol (PEG 8.000) e estudar o efeito de diferentes concentracdes dessa molécula no

processo de alcalinizacdo intestinal de fémeas de L. longipalpis.

- Investigar a importancia de ions durante o processo de alcalinizacao intestinal em L.
longipalpis, utilizando PEG 8.000 como molécula estimuladora do processo. Além disso

verificar se a presenca de Sacarose na solucao de alimentagéo potencializa a alcalinizacao.

- Investigar se a alimentacdo de L. longipalpis com moléculas como Dextran, Celobiose
e PEG 100.000, é capaz de provocar alcalinizacdo intestinal semelhante a PEG 8.000 em L.

longipalpis, quando oferecidas em uma mesma concentragao.

- Verificar se a aplicacdo de solugdes hiperosmoticas de PEG 8.000 e sacarose, bem
como a aplicacdo direta de PEG 8.000 em pd sobre intestinos dissecados de L. longipalpis, sdo

capazes de disparar os processos de alcalinizacdo intestinal.

- Determinar o papel das aquaporinas intestinais de L. longipalpis no processo de

alcalinizacdo intestinal disparado pelo desbalango osmatico entre limen e enterdcitos.

- Analisar se a hemolinfa de fémeas de L. longipalpis alimentadas com PEG 8.000
apresenta potencial de alcalinizagéo intestinal semelhante a encontrada para a hemolinfa de

fémeas recém alimentadas com sangue.
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- Investigar se a distensdo intestinal provocada por estimulos externos em intestinos
dissecados ou pela ingestdo de microesferas de latex promovem a alcalinizacédo intestinal em L.

longipalpis.

- Determinar a concentracdo relativa de aminodcidos na hemolinfa de fémeas

alimentadas com sangue.

- Estudar a participagdo de Ca*? no processo de degranulagio de células
enteroendocrinas de fémeas de L. longipalpis, bem como analisar se peptideos secretados por
aquelas células apresentam potencial de alcalinizacdo sobre outros intestinos &cidos de L.

longipalpis.

- Verificar se a aplicacdo “ex vivo” de insulina sobre intestinos médios de fémeas de L.
longipalpis que se encontram acidos, é capaz de disparar os mecanismos de alcalinizacdo

intestinal.

- Determinar o padrdo de peso molecular dos peptideos obtidos a partir da estimulagéo

de intestinos de L. longipalpis com iondéforo de calcio.

- Verificar se intestinos de fémeas de L. longipalpis expressam genes relacionados a
Insulin-like peptides e aos Insulin-like receptors, bem como analisar se existe diferenga na

expressao desses genes entre fémeas que se alimentaram, ou ndo, de sangue.

- Investigar se a alcalinizagéo intestinal disparada por PEG 8.000 envolve 0s mesmos
mecanismos de sinalizacéo intracelulares observados no processo de alcaliniza¢do promovido
pela alimentacdo com aminoacidos, sangue, soro ou outras proteinas, atraves da alimentacdo

dos insetos com diferentes inibidores de transportadores ou de vias de sinalizacédo celular.

- Verificar se a alimentacdo de fémeas de L. longipalpis com PEG 8.000 estimula a

atividade tripsinolitica.
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4. METODOLOGIA

4.1 Comité de ética
Todos os experimentos desenvolvidos nesse trabalho foram realizados de acordo com o0
Comité de Etica em Experimentacido Animal (CEUA/ICB-UFMG), nimero de protocolo
141/2018, e com os manuais de experimentacdo animal, sendo os animais utilizados neste projeto

destinados exclusivamente & manutencg&o da col6nia de insetos.

4.2 Material Bioldgico
Os flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis foram obtidos de uma coldnia
originada da cidade de Teresina (PI), mantidos de acordo com (Modi & Tesh 1983) no
Laboratério de Fisiologia de Insetos Hemat6fagos (LFIH). Sendo criados em condicdes

controladas de temperatura e umidade, com periodo claro-escuro de 12 horas.

As larvas foram criadas em potes plasticos sendo alimentadas com mistura de fezes de
coelho, himus de minhoca e ragdo para coelho. Os adultos, assim que emergiam da pupa, foram
alimentados com solucéo de sacarose a 15%, sendo posteriormente realizado repasto sanguineo
em Hamsters (Mesocricetus auratus) previamente anestesiados com 0,2 mL de Thiopental®
(50 mg/mL).

Em todos os protocolos desenvolvidos neste trabalho, os adultos de L. longipalpis,
apresentavam entre 3 e 6 dias de idade, sendo alimentados, ou mantidos em jejum, de acordo

com os requisitos de cada experimento.

4.3 Ensaio para determinacdo de pH intestinal a partir de alimentagdo com Azul de
Bromotimol

Os insetos adultos foram separados e alimentados em algoddo embebido com solucéo

de sacarose 15% contendo o corante indicador vital. Os insetos foram mantidos em jejum por

um periodo de 24 horas, apds o qual recebiam o algoddo contendo a solucdo de sacarose e

corante indicador, ficando esta ultima disponivel “ad libitum” por 24 horas. Nenhuma das
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solugdes oferecidas aos insetos foi tamponada. A depender do experimento, outros solutos eram

adicionados a solucdo (descritos posteriormente no corpo deste texto).

O corante indicador utilizado foi Azul de Bromotimol (pKa = 7,4), na concentracao final
de 0,1%, sendo o valor final de pH da solugéo oferecida aos insetos, ajustado de acordo com 0

que se pretendia observar em cada experimento.

Passado o tempo de alimentacdo, os insetos foram dissecados com o auxilio de
microscopio estereoscopico, e a coloragao adquirida pela regido do intestino médio comparada
com escala padréo de indicacdo para o corante Azul de Bromotimol (Figura 8). Os resultados
foram lancados como observacgdes individuais de cada inseto, sendo agrupados em faixas de

pH a depender do experimento realizado.

pH 6 pH65 pH7 pH7.5 pHS
] " -
i

i”
Figura 8 - Escala padréo de indicacdo para Azul de Bromotimol. Solugdes tamponadas

padrdo para Azul de Bromotimol 0,1%, com faixa de indicagdo de 6.0 a 8.0, variando em 0.5 unidades
de pH.

Para todos ensaios onde foram realizadas dissecagdes, as quais foram feitas em solucéo
de IS (Insect Saline): 119,7 mmol L~ ! NaCl; 2,68 mmol L KCI; 1,36mmol L CaCls; e 0,56

mmol L de glicose.

4.4 Ensaio de alimentacdo com PEG 8.000
Como descrito no item 4.3, os insetos adultos foram separados e alimentados em

algoddo embebido com solugdo de sacarose 15% contendo o corante indicador vital e PEG
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8.000 (Sigma 202452), em diferentes concentracdes, as quais foram escolhidas dependendo do
experimento realizado (1 mM, 3 mM e 10 mM).

Também da mesma forma como descrito no item 4.3, os insetos foram mantidos em
jejum por um periodo de 24 horas, apdés o qual recebiam o algoddo contendo a solucéo de
sacarose, corante indicador e PEG, ficando esta tltima disponivel “ad libitum” por 24 horas.
Nenhuma das solucfes oferecidas aos insetos foi tamponada. Passado esse tempo, 0s insetos
foram dissecados e a coloracao adquiria pelo intestino médio foi comparada com escala padréo
de indicacdo (Figura 8). Os valores de pH foram anotados de forma individual, sendo
posteriormente agrupados em faixas de pH.

A fim de determinarmos a influéncia da sacarose nos processos de alcalinizagédo
observados com base na metodologia anteriormente exposta, realizamos também ensaios onde
0s insetos se alimentaram somente de solugéo contendo PEG 8.000 [10 mM] e o corante azul
de Bromotimol [0,1%)].

4.5 Ensaio de alimentacdo para verificar a capacidade de alcalinizacdo de DEXTRAN,

PEG 100.000 e Celobiose
A fim de verificarmos a capacidade alcalinizante de outras moléculas sintéticas
diferentes de PEG, realizamos alimentacdo de L. longipalpis com duas moléculas sintéticas,
Dextran 10.000 a 10 mM e Celobiose a 10 mM. Além disso, realizamos também a alimentacéo
dos insetos com PEG 100.000, uma molécula maior, mas que poderia nos dar respostas

interessantes.

A alimentacdo com Dextran 10.000 foi realizada em algoddo embebido em solucdo
contendo Sacarose 15%, Azul de Bromotimol 0,1% e Dextran 10.000 [10 mM], todos
dissolvidos em IS, sendo o pH final da solucdo ajustado para 6.0. O tempo maximo de
alimentacdo foi de 4 horas. As alimentagdes com PEG 100.000 e Celobiose, a exemplo da
alimentacdo descrita anteriormente, foram realizadas em solugdo contendo Sacarose 15% e
Azul de Bromotimol 0,1% em IS, contudo, a solucdo foi oferecida aos insetos através de
alimentacéo artificial utilizando o aparelho Hemotek® (alimentador comercial no qual uma
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solucgéo pode ser oferecida aos insetos em uma dada temperatura, utilizando-se de membranas

organicas ou sintéticas, as quais mimetizam a pele de um hospedeiro).

Em ambos os experimentos, apos a alimentacéo, os insetos foram dissecados em solugédo
IS, a cor dos intestinos observada e comparada com escala padrdo para o corante indicador
(Figura 8). Os resultados foram anotados como observagées individuais.

4.6 Ensaio para verificar a capacidade de estimulos osmaéticos ou mecanicos no processo

de alcalinizacao
A fim de verificar se choques osméticos externos ao intestino medio seriam capazes de
disparar o mecanismo de alcalinizagéo intestinal, foram realizadas aplica¢des de solucdes de
sacarose [2,5 M], PEG 8.000 [100 mM] e PEG 8.000 em p0 sobre intestinos dissecados de

fémeas de L. longipalpis.

No caso de estimulos mecénicos, foram testadas a capacidade de um estiramento manual
do intestino médio ou da distensdo por meio da ingestdo de microesferas de latex em disparar
0s mecanismos de alcalinizacdo no intestino médio das fémeas de L. longipalpis. O estiramento
manual foi realizado através da aplicacdo mecanica de movimentos com estiletes, a fim de
estimular os enterocitos (o intestino foi preso em suas extremidades, sofrendo leves puxdes por
4 vezes); a distensdo por ingestdo foi realizada através da alimentacdo das fémeas em
alimentador artificial (Hemotek®) com solu¢éo de sacarose 15%, Azul de Bromotimol 0,1% e
“latex beads” (microesferas de latex) (Sigma LB-5), as quais foram preparadas em solucao de
IS na proporc¢éo de 50% (v/v).

No ensaio de alcalinizagdo por choque osmoético, as fémeas alimentadas por 24 horas
com solugéo de sacarose 15% e Azul de Bromotimol 0,1%, tiveram seus intestinos dissecados.
Foram utilizados para aplicacao das solugdes e de PEG 8.000 em p0, somente aqueles intestinos
que apresentaram coloracdo amarela, ou seja, pH < 6.0. Esse critério de selegdo dos intestinos
foi utilizado devido ao fato de procurarmos por uma resposta de alcalinizacéo, a qual sé seria

visualizada em testes realizados sobre intestinos acidos.
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No caso das solugdes (sacarose [2,5M] e PEG 8.000 [100 mM]), foi aplicado sobre os
intestino um volume de 50 pL; no caso do PEG 8.000 em pd, foi aplicado uma quantidade
suficiente para cobrir o intestino. Para todos o0s experimentos o tempo de observacdo foi de 10

minutos, contados a partir da aplicacéo.

No ensaio de estiramento mecénico, a exemplo do que aconteceu para 0 ensaio de
alcalinizacdo a partir do choque osmotico, foram utilizadas fémeas alimentadas por 24 horas
com solucdo de sacarose 15% e Azul de Bromotimol 0,1%, as quais foram posteriormente

dissecadas. Foram selecionados somente intestinos que apresentavam pH < 6.0.

No ensaio de distensdo por ingestdo, as fémeas de L. longipalpis foram alimentadas com
a solucéo contendo as microesferas de latex seguindo protocolo de alimentacdo artificial em
Hemotek®. A solucdo contendo sacarose, azul de Bromotimol e latex beads, todos dissolvidos
ou diluidos em IS, foi colocada no alimentador e oferecida aos insetos por 3 horas. Passado esse
tempo, os insetos foram dissecados e a coloracdo do intestino foi comparada com escala padréo
de pH (Figura 8).

Os resultados para todos os ensaios foram anotados e contabilizados como observagdes
individuais. Nos ensaios de estiramento mecanico, foi considerado como controle o pH

apresentado pelos intestinos antes da aplicagdo dos estimulos.

4.7 Ensaio para verificar a capacidade alcalinizante da hemolinfa de fémeas de L.
longipalpis alimentadas com PEG 8.000
Como um dos mecanismos envolvidos na alcalinizacdo intestinal de L. longipalpis
envolve a liberagio de moléculas induzidas pelo repasto sanguineo na
hemolinfa dos insetos (item 1.2 da introducéo), resolvemos testar se a alimentacdo com PEG
8.000 [10 mM] é capaz de também induzir essa mesma liberacdo que ocorre apos a ingestéo de
sangue. Para obtencdo da hemolinfa a ser utilizada, trés fémeas de L. longipalpis de 4 a 5 dias
de idade alimentadas com sacarose 15%, Azul de Bromotimol 0,1% e PEG 8.000 [10 mM]
dissolvidos em IS tiveram seu abdémen aberto em 1 pl de PBS, o volume obtido foi entdo
coletado com uma ponteira, sendo posteriormente aplicado sobre o intestino de outras fémeas

de L. longipalpis alimentadas somente com solucdo de sacarose 15% e Azul de Bromotimol
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0,1% dissolvidos em IS. Foi coletada a hemolinfa somente de fémeas com tempo pds-

alimentacéo igual ou inferior a 2 horas.

Como controle foram utilizados os valores de pH dos intestinos antes da aplicacdo da
hemolinfa das fémeas que haviam se alimentado com PEG 8.000. Foram utilizados somente
aqueles intestinos que apresentavam coloragédo inicial que indicasse um pH < 6. Os intestinos
das fémeas de L. longipalpis alimentados com o corante Azul de Bromotimol em sacarose 15%
foram retirados e colocados sobre bloco de agarose 2%, de modo a evitar que 0S mesmos

ressecassem.

De forma complementar a este experimento, realizamos também ensaio para obtengédo
e confirmacéo do efeito alcalinizante de moléculas extraidas do intestino médio de fémeas de
L. longipalpis. A extracdo das moléculas foi realizada seguindo protocolo de Santos e
colaboradores, 2011. Brevemente, 60 intestinos de fémeas com 3 dias de idade foram
dissecados em solucdo IS, sendo posteriormente transferidos para tubos contendo 20 pL de IS
e 2 mmol/L de EDTA, um inibidor de metaloproteases usado para garantir que ndo haveria
degradacdo dos peptideos extraidos. Posteriormente os tubos foram imediatamente aquecidos a
100 °C por 10 minutos. Passado esse tempo, 0 material foi resfriado e sonicado em sonicador
de banho por 10 minutos. A amostra foi entdo homogeneizada e submetida a centrifugacéo por
10 minutos a 10.000 G. O sobrenadante foi entdo transferido para novo tubo. Durante os
ensaios, 1 pL do extrato foi aplicado diretamente sobre intestinos que apresentavam pH < 6 de
fémeas de L. longipalpis que haviam se alimentado de solugdo de Sacarose 15% e Azul de
Bromotimol 0,1%. Para evitar desidratacdo dos intestinos, os intestinos apds dissecacdo foram
colocados em blocos de agarose 2% preparada em IS. Os intestinos ap6s aplicacdo do extrato
foram observados por 10 minutos, sendo as mudancgas de cor observadas e comparadas com

escala padrao para o corante. (Figura 8).

4.8 Ensaio para determinacdo da concentragdo relativa de aminoacidos na hemolinfa
extraida de fémeas de L. longipalpis
A fim de verificarmos a influéncia de componentes da hemolinfa de fémeas alimentadas

com sangue no processo de alcalinizacdo, mais especificamente a influéncia de aminoacidos no
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processo, que poderiam agir diretamente sobre os intestinos, sendo os indutores de
alcalinizacdo, ou mesmo atuar como cofatores que potencializariam a acdo das moléculas
alcalinizadoras, realizamos ensaio de dosagem de aminoacidos na hemolinfa de fémeas
alimentadas e ndo alimentadas com sangue. Para as fémeas alimentadas com sangue, realizamos
a dosagem em dois periodos de tempo diferentes, 2 horas e 30 horas apds a alimentagdo com

sangue.

A dosagem foi realizada seguindo os protocolos propostos por Haeger e colaboradores,
2022 e Starcher, 2001, com algumas modificacGes. Brevemente, realizamos a preparacéo do
reagente de ninhidrina, composto por: Ninhidrina [112,2 mM]; Etilenoglicol; Tampao Acetato
de Sddio [4 M] pH 5.5; e Cloreto Estanhoso (SnCI?). Foram preparados trés grupos, sendo eles:
branco, no qual a 100 pL de ninhidrina eram adicionadas 10 pL salina 0,9%; padréo, no qual a
100 pL do reagente de ninhidrina eram adicionados 10 pL de L-Alanina a 2 mM dissolvida em
salina 0,9%; e por Gltimo o grupo teste, onde a 100 pL do reagente de ninhidrina eram
adicionados 10 pL das amostras de hemolinfa coletada dos insetos. Foi utilizada hemolinfa de
5 insetos (em 5 pL de salina 0,9%, cinco fémeas tiveram o abdémen aberto, posteriormente,
mais 5 pL de salina 0,9% foram somados ao volume inicial, totalizando 10 pL de amostra).
Apos a preparacdo, todos os grupos foram incubados a 100 °C por 10 minutos. Sendo

posteriormente resfriados em gelo.

Os resultados foram obtidos a partir dos valores de absorbancia de cada grupo, os quais
foram obtidos em um leitor de placas a 570 nm. Nos pocos, 25 pL de cada grupo foram
adicionados a 225 pL de tampéo Tetraborato de Sédio (Na2BsO7) [1L00 mM] pH 10. Os valores
de absorbancia foram entdo normalizados com base no valor de absorbancia obtido para a

amostra padrdo de L-Alanina, sendo expressos em nmoles de amino&cidos / inseto.

4.9 Alimentacdo de fémeas de L. longipalpis com diferentes inibidores de transporte
ibnico e de sinalizacéo intracelular

Para verificarmos a participacdo de transportadores especificos e de segundos

mensageiros nos mecanismos de alcalinizacdo intestinal de fémeas de L. longipalpis,

realizamos uma série de experimentos de alimentacdo desses insetos com diferentes inibidores.
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Diante do fato de que a alimentacdo das fémeas de L. longipalpis com PEG 8.000 [10 mM] foi
capaz de disparar a alcalinizagdo intestinal, todas as alimentagdes para verificar o bloqueio
desse processo foram realizadas com fémeas que se alimentaram de solucdo contendo PEG
8.000 [10 mM], sacarose 15% e Azul de Bromotimol 0,1%, tudo dissolvido em IS. Os inibidores
eram acrescentados a essa solucdo de acordo com a necessidade. Apos cada alimentagdo, 0s
insetos foram dissecados e a coloracdo adquirida pelo intestino médio foi observada.

Para inibi¢do do transportador de HCO3/CI foram utilizados dois inibidores: DIDS
(4,4'-Diisothiocyano-2,2'-stilbenedisulfonic acid) e NPPB (5-nitro-2-(3-phenylpropylamino)
benzoic acid). Ambos os inibidores foram oferecidos aos insetos em solugdo contendo PEG
8.000 [10 mM], sacarose 15%, Azul de Bromotimol 0,1% e um dos inibidores, a depender do
experimento (DIDS [0,1 mM] ou NPPB [0,1 mM]), todos dissolvidos em IS. As solucGes foram
oferecidas aos insetos ap6s um periodo de jejum de 24 horas, em algodao embebido, por um
periodo méximo de 4 horas. Realizamos também a alimentac&o de fémeas com o inibidor H89,
um inibidor que atua blogueando a fosforilacdo do transportador de HCOs3/Cl. Essa
alimentacdo foi realizada com solucao de Sacarose 15%, Azul de Bromotimol 0,1%, PEG 8.000
[10 mM] e H89 10 pM utilizando método de alimentacdo artificial em Hemotek® (a
semelhanga na alimentag&o descrita no item 4.6 da metodologia).

Para inibicdo de uma das principais vias de sinalizacdo celular, a via TOR, realizamos
alimentacdo de L. longipalpis com o inibidor Rapamicina na concentracao final de 20 puM.
Assim como no experimento anteriormente descrito, a solugdo contento o inibidor (Sacarose
15%, Azul de Bromotimol 0,1%, PEG 8.000 [10 mM] e Rapamicina 20 uM; pH = 6,0), foi
oferecida em algodao embebido, sendo o periodo méximo de alimentacao igual a 6 horas. Além
disso, em resultados anteriores do nosso grupo, ficou demonstrada a capacidade de inibicdo da
via TOR por galactosamina (SILVA FERNANDES et al., 2020), um carboidrato aminado.
Dessa forma realizamos ensaio onde, na solucdo de alimentacéo, a Rapamicina foi substituida

por Galactosamina, na concentracédo final de 30 mM.

A fim de verificar a participacdo de segundos mensageiros no processo de alcalinizacao
disparado por PEG 8.000, e com base nos resultados obtidos por Nepomuceno e colaboradores,

onde ficou clara a participacdo de cAMP no processo de alcalinizagéo, realizamos alimentagéo
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de fémeas de L. longipalpis com solucdo de Sacarose 15%, Azul de Bromotimol 0,1%, PEG
8.000 [10 mM], Rapamicina 20 uM e analogo permeével de CAMP (Sigma D0627) a 2,8 mM,
todos dissolvidos em IS. Essa alimentacdo tinha por objetivo verificar a capacidade de cAMP
de reverter o blogueio de alcalinizagéo realizado por Rapamicina. A exemplo da alimentagédo
descrita anteriormente, esta também foi realizada em algoddo embebido, sendo de 4 horas o
periodo maximo de alimentacdo dos insetos. Para confirmar a participacdo de cAMP no
processo de alcalinizacédo, realizamos também uma segunda alimentacéo, utilizando dessa vez
o inibidor DDA (2°,5” - dideoxy adenosine), inibidor especifico da Adenilato ciclase. Como
descrito anteriormente, a alimentacdo foi realizada em algoddo embebido com solucdo de
Sacarose 15%, Azul de Bromotimol 0,1%, PEG 8.000 [10 mM] e DDA 2 mM, com periodo

méaximo de alimentacédo de 4 horas.

4.10 Ensaio para determinacédo do potencial alcalinizante de insulina e serotonina sobre o
intestino médio de fémeas de L. longipalpis.
A fim de verificarmos a participagdo dos hormonios insulina e serotonina no processo
de alcalinizacdo intestinal de fémeas de L. longipalpis, realizamos experimentos onde, sobre o
intestino médio das fémeas, apds a dissecacao, aplicamos 20 pL de solugdes de insulina bovina
[0,1 mM] (Sigma 16634) e serotonina [0,1 mM] (Sigma H9523), separadamente.

Os insetos selecionados para o ensaio foram previamente alimentados, por um periodo
de 24 horas, com solucdo contendo sacarose 15% e Azul de Bromotimol 0,1%. Foram utilizados

somente aqueles intestinos que apresentavam coloragao inicial que indicasse um pH < 6.

Como controle foram utilizados os valores de pH dos intestinos antes da aplicacdo das
solucBes contendo insulina e serotonina. Além disso, realizamos um outro grupo controle onde
sob os intestinos dissecados aplicamos 20 pL da solugédo IS utilizada para dissolver tanto a
insulina bovina como a serotonina. Antes da aplicacdo dos compostos, o0s intestinos das fémeas
de L. longipalpis alimentados com o corante Azul de Bromotimol em sacarose 15% foram

colocados sobre bloco de agarose 2 %, de modo a evitar que 0S mesmaos ressecassem.
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4.11 Analise da expressao de insulina e seu receptor em fémeas de L. longipalpis

Em todos os experimentos realizados para analise de expressdo génica, foram utilizadas
fémeas de L. longipalpis com 3 a 6 dias de idade, as quais, a depender do experimento, foram
selecionadas com base em sua alimentacdo. Foram utilizadas tanto fémeas alimentadas somente
com sacarose 15%, como também fémeas recém alimentadas com sangue (com periodo

maximo pos-alimentacéo de 2 horas).

Para extracdo e obtencdo do RNA-total de L. longipalpis, utilizamos “pools” de 20
insetos. Cada “pool” foi processados de forma individual a depender do tecido alvo. Para
analises que levaram em conta 0 RNA total obtido a partir de insetos inteiros, estes eram
anestesiados através de rapida passagem em congelador, sendo posteriormente separados em
tubos de plastico contendo 1 mL do reagente TRIzol®; para ensaios onde o intestino médio era
o tecido de interesse, os insetos foram dissecados em microscopio estereoscopico com auxilio
de estiletes, e o intestino médio transferido separadamente para tudo plastico contendo 1 mL
do reagente TRIZOL®. O material obtido foi entdo rapidamente sonicado em sonicador de
banho (Branson 1510), sendo posteriormente homogeneizado com auxilio de pistilos de
plastico previamente lavados e autoclavados. As demais etapas da extragdo seguiram protocolo
padrdo recomendado pelo fabricante (TRIzol™ Reagent).

Ao final das etapas de extracdo, 0 RNA total obtido foi tratado com Turbo DNase Free
(Ambion RNA by Life Technologies) conforme instrugdes do fabricante, sendo posteriormente
eluido em 30 pL de &gua Milli-Q livre de nucleases e quantificado & 260 nm em Nanodrop
Lite® (Thermo Scientific).

Para sintese de cDNA foi utilizado o kit High Capacity cDNA (Applied Biosystems™),
seguindo protocolo padrdo recomendado pelo fabricante. Brevemente, 10 uL de RNA total
(aproximadamente 20 pg de RNA), foram somados a 4 pL de Tampéo RT; 1,6 uL de dNTP
mix (100 mM); 4 uL de Random primers; 2 pL de Reverse Transcriptase Multiscribe; e 18,4
pL de agua Milli-Q nucleasse-free, finalizando com uma reagcdo com volume total de 40 uL. A
reacdo foi realizada em termociclador Veriti® (Thermo Fisher) a 25°C por 10 minutos; 37°C

por 120 minutos; e 85°C por 5 minutos. Finalizada a reagdo, as amostras foram mantidas
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armazenadas a — 20°C até o momento de sua utilizacdo. O cDNA sintetizado foi utilizado como

molde tanto para as reaces de PCR convencional como para as rea¢do de PCR quantitativa.

Para identificacdo e selecdo dos genes relacionados a insulina de L. longipalpis, neste
organismo realizamos busca por sequéncias homdlogas a sequéncia da insulin-like peptide 3 de
D. melanogaster (NP_648360.2) atraves da ferramenta BLASTp no banco de dados Vector

Base (https://www.vectorbase.org/blast). Da mesma forma, para obtencdo das sequéncias

homologas referentes ao receptor de insulina de L. longipalpis, realizamos busca por BLASTp
com base na sequéncia insulin-like receptor de D. melanogaster (CAY93031.1) no banco de

dados Vector Base (https://www.vectorbase.org/blast). Para ambas as buscas selecionamos o

primeiro melhor resultado, sendo eles: LLONMZ1_008043.P12976 para insulin-like peptide e
LLONM1_009708.P15996 para insulin-like receptor. A confiabilidade das sequéncias
selecionadas com relacdo as proteinas/peptideos esperados foi testada atraves da busca por
dominios  conservados  atraves do  programa NCBI  Conserved  Domain

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). Uma vez selecionadas as sequéncias

alvo para Insulin-like peptide e Insulin-like receptor, desenhamos os iniciadores tanto para a
PCR convencional como para a PCR quantitativa através do programa Primer3Plus
(https://www.primer3plus.com/index.html). Os iniciadores obtidos e selecionados s&o

apresentados no quadro 1.

A PCR convencional foi realizada em termociclador Veriti® (Thermo Fisher), sendo
realizados 35 ciclos de reacdo. Cada reacdo era composta por 1 pL de cDNA, 200 nM de cada
iniciador (Foward e Reverse) (Quadro 1), 200 uM de dNTPs e 1 U de Taq DNA polimerase,
com volume final de reacdo igual a 40 pL. Os ciclos do termociclador foram ajustados como se
segue: 94°C por 45 segundos; 60°C por 45 segundos; e 72°C por 1 minuto. Para cada gene alvo
foi também realizada um reacao extra denominada controle negativo, onde o cDNA da amostra
foi substituido por 4gua Milli-Q, de forma a garantir a auséncia de contaminacdo em qualquer
um dos reagentes utilizados no processo. Os produtos de PCR foram entdo analisados em gel
de agarose a 2% acrescido de Brometo de Etidio submetido a um campo elétrico de 100 mV
em cuba de corrida contendo tampéo TAE 1X. Posteriormente o gel foi observado sob luz
ultravioleta e fotografado. Para todos os géis foram utilizados padrées moleculares de 100 pares
de base (pb).


https://www.vectorbase.org/blast
https://www.vectorbase.org/blast
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
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Nos experimentos de analise de expressdo atraves de PCR quantitativo (RT-gPCR), 2
pL de cDNA foram adicionados ao mix de reacdo contendo Power SYBR Green PCR Master
Mix e 300 nM de cada um dos iniciadores, totalizando um volume final de reacdo de 15 pL. As
condicdes de amplificacdo utilizadas nos ensaios foram as seguintes: 95°C por 10 minutos
seguidos de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Para cada gene alvo
realizamos a adi¢do de um controle negativo, onde o cDNA foi substituido por agua Milli-Q.
As analises dos resultados de amplificacdo foram realizadas utilizando o método 2- 24¢t
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). O gene GAPDH de L. longipalpis foi escolhido como sendo
0 gene de referéncia para controle interno da reac6es (GenBank ABV60323.1) (Quadro 1).

Tanto nos ensaios de PCR convencional, quanto nos ensaios de PCR quantitativo, dois
foram os grupos experimentais analisados, sendo eles: fémeas de L. longipalpis alimentadas
somente com sacarose 15% e fémeas de L. longipalpis alimentadas com sangue, estas com

periodo méximo de duas horas p6s-alimentagcdo com sangue.

Amplicon (n2

(LLONM1_009708.P15996 )

GENE ALVO Iniciador "Foward" 5’ » 3’ | Iniciador "Reverse" 5’ » 3’ de pb)
GAPDH (GenBank
ABVE0323.1) TTCGCAGAAGACAGTGATGG | CCCTTCATCGGTCTGGACTA 150 pb
Lulo-ILP3 AACAACCTCATCATTTGCGTG | CCGCAGTAGCCCTTCAGTTC 401 pb
(LLONM1_008043.P12976 ) P
Lulo-ILR
GGGGGATCTCAAGGGGTACT | GAGACATCCAACGAACCGGT | 302 pb

Quadro 1 - ldentificacdo dos genes e das sequéncias de iniciadores. Quadro mostrando o

numero de acesso dos genes de L. longipalpis escolhidos para as analises de expressdo génica, tanto em
PCR convencional como em RT-qgPCR (GAPDH: Gliceraldeido 3-fostato desidrogenase; Lulo-ILP3: L.
longipalpis Insulin-like peptide-3; Lulo-1LR: L. longipalpis Insulin-like receptor). Na segunda e terceira

coluna observam-se as sequéncias dos iniciadores Foward e Reverse utilizados para cada uma genes
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alvo. Na quarta e ultima coluna observa-se o tamanho, em pares de base, do produto de reacdo utilizando

cada um dos iniciadores selecionados.

4.12 Ensaio de inibicdo da atividade de aquaporinas no intestino medio de fémeas de L.
longipalpis

Para verificarmos a participacdo de aquaporinas no processo de alcalinizacdo intestinal
de fémeas de L. longipalpis, realizamos ensaios de alimentacdo dessas fémeas com Bumetanide,
um inibidor de aquaporinas (ressalta-se o fato de ndo se tratar de um inibidor especifico para as
aquaporinas). Fémeas de L. longipalpis com 3 a 6 dias de idade foram alimentadas com solucgéo
contendo PEG 8.000 [10 mM], sacarose 15%, Azul de Bromotimol 0,1% e Bumetanide [0,1
mM] (solucéo estoque a 10 mM em etanol 100%) todos dissolvidos/diluidos em IS. As solugdes
foram oferecidas aos insetos ap6s um periodo de jejum de 24 horas, em algoddo embebido, por
um periodo maximo de 4 horas. Passado o tempo de alimentacao, os insetos foram dissecados

e a coloracgdo do intestino foi comparada com escala padrdo de pH (Figura 8).

4.13 Ensaio de atividade tripsinolitica em intestinos de L. longipalpis alimentados com

PEG 8.000
Fémeas de L. longipalpis foram alimentadas com solucdo de Sacarose 15%, Azul de
Bromotimol 0,1% e PEG 8.000 [10 mM] dissolvidos em IS. Passado o periodo de alimentacéo
(4 horas pés-alimentacao), os insetos foram dissecados em soluc¢éo IS, sendo selecionados para
0 experimento somente aqueles intestinos que apresentaram pH > 7,0. Como grupo controle
foram utilizados insetos que se alimentaram somente com solucdo de Sacarose 15% e Azul de

Bromotimol 0,1%, dissolvidos em IS.

Dois intestinos de cada grupo foram colocados separadamente em 100 pL de salina
0,9%, sendo posteriormente sonicados em sonicador de banho por 15 segundos. Em seguida o
material foi centrifugado a 10.000 g, a 4°C por 5 minutos. Para o ensaio enzimatico foram
utilizados os seguintes reagentes: tampéo TRIS-HCI 0,1 M com pH ajustado para 8,5 (100 pL);
substrato BApNA na concentracéo final de 1 mM (20 pL); salina 0,9% (30 pL); e amostra do

extrato de intestino (equivalentes a 1 intestino) (50 pL). O volume total da reacdo foi de 200
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pL. A leitura foi realizada em leitor de ELISA a 410 nm, 30 °C em modo cinético com leituras
a cada 30 segundos durante 30 minutos. A placa foi agitada por 5 segundos antes da primeira
leitura. A atividade foi expressa como a quantidade de produto (p-Nitro-anilida) liberado por

minuto.

4.14 Ensaio para verificar a participacdo de Ca* no processo de alcalinizagéo intestinal
Para realizagao desse ensaio foram separadas fémeas de L. longipalpis, as quais foram
alimentadas com solucdo contendo Sacarose 15% e Azul de Bromotimol 0,1%, ambos
dissolvidos em IS, por um periodo maximo de 24 horas. Passado o periodo de alimentacéo, 0s
insetos foram dissecados, sendo selecionados para o ensaio somente aqueles intestinos que

apresentavam-se acidos, ou seja, apresentando coloracdo amarela.

Em paralelo, trinta insetos alimentados somente com solucdo de Sacarose 15% foram
dissecados e seus intestinos médios lavados em solugdo IS. Posteriormente os intestinos foram
colocados em tubo de ensaio contendo 9 pL de solugdo IS (que contém sais de Ca*? em sua
composicdo). Ao final, aos 9 uL foi acrescido 1 pL do ionéforo de célcio A23187 (Sigma
C7522), até uma concentracdo final de 10 uM, diluido em solucéo de IS (solucéo estoque de 1
mM dissolvido em DMSO). O tubo contendo o0s intestinos e solugdo de IS + lonéforo foi entdo
levemente agitado por aproximadamente 5 minutos. Como grupo controle utilizamos trinta
intestinos, os quais apds serem lavados, foram transferidos para tubo contendo 9 uL de solu¢édo
IS, posteriormente a esse tudo foi acrescido 1 pL de solucéo IS + DMSO 1% (de modo que no
volume final de 10 pL, a concentracdo final de DMSO fosse de 0,1%, a exemplo daquela

encontrada no tubo contendo o ionéforo de célcio).

Os intestinos das fémeas de L. longipalpis alimentados com o corante Azul de
Bromotimol em sacarose 15% foram retirados e colocados sobre lamina de microscopio.
Posteriormente foi aplicado sobre esses intestinos, de forma individual, 1 pL do contetdo
obtido a partir da estimulagdo com o iondéforo ou 1 pL do tubo destinado ao grupo controle. Os

intestinos foram observados por no maximo 10 minutos, e as alteragcdes de cor observadas.

Realizamos também experimento para obtencdo de um outro grupo controle, onde, a

exemplo do que foi descrito anteriormente, trinta insetos alimentados somente com solucdo de
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Sacarose 15% foram dissecados e os intestinos médios colocados em tubo de ensaio contendo
9 uL de solucédo IS com EDTA [2 mM]. Posteriormente, aos 9 L foi acrescido 1 pL do ionéforo
de calcio A23187, na concentracao final de 10 uM, diluido em solucéo de IS + EDTA [2 mM]
(solucéo estoque de 1 mM dissolvido em DMSQ). Como EDTA atua como quelante de calcio,

este ndo estaria disponivel e ndo estimularia os intestinos mesmo na presenca do ionoforo.

4.15 Analises de espectrometria de massa (MALDI-TOF/MS)

De maneira complementar ao experimento descrito no item 4.14 da metodologia deste
trabalho, realizamos ensaios de espectrometria de massa (Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization-Time Of Flight Mass spectrometry - MALDI/TOF-MS) (Autoflex 111 Smartbeam,
Bruker Daltonics, Germany) em modo de varredura para determinar a massa/carga dos
compostos liberados por intestinos médios de fémeas de L. longipalpis apds a estimulagcdo com
ionoforo de célcio. As analises foram realizadas no Laboratério Multiusuarios de Protedmica
(LMProt), do ICB/UFMG.

A preparacdo do ensaios seguiu exatamente 0 mesmo procedimento descrito no item
4.14. Brevemente, quarenta e cinco insetos alimentados somente com solucao de Sacarose 15%
foram dissecados e seus intestinos médios lavados em solucdo IS. Posteriormente os intestinos
foram colocados em tubo de ensaio contendo 13,5 pL de solugdo IS (que contém sais de Ca*?
em sua composicao). Ao final, aos 13,5 uL foi acrescido 1,5 pL do iondforo de célcio A23187
(Sigma C7522), na concentracdo final de 10 uM, diluido em solucéo de IS (solucdo estoque de
1 mM dissolvido em DMSO). O tubo contendo os intestinos e solucdo de IS + lonoforo foi
entdo levemente agitado por aproximadamente 5 minutos. Como grupo controle utilizamos
quarenta e cinco intestinos, os quais apos serem lavados, foram transferidos para tubo contendo
13,5 pL de solucdo IS, posteriormente a esse tudo foi acrescido 1,5 pL de solugéo IS + DMSO
1% (de modo que no volume final de 15 pL, a concentragéo final de DMSO fosse de 0,1%, a

exemplo daquela encontrada no tubo contendo o ionoforo de calcio).

Apos a estimulacdo com ionoforo de célcio, ou com solugdo IS (no caso do grupo

controle), os tubos contendo os intestinos foram centrifugados a 3.000 G por 5 minutos, em
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centrifuga refrigerada a 4°C. Passado o tempo de centrifugacdo, o sobrenadante foi recuperado

e transferido para um novo tubo pléstico previamente identificado.

Realizamos entdo o processo de dessalinizacdo das amostras, o qual foi realizado através
da passagem do sobrenadante recuperado de cada amostra por ponteiras contendo resina C18
(ZipTip® Pipette Tips — MilliPore REF ZTC18S096), seguindo protocolo recomendado pelo
fabricante. Brevemente, as ZipTips foram ativadas pela passagem de 10 pL de solucdo de
Acetonitrila (ACN) a 60% (3 vezes), seguida pela passagem de solucdo de Acido
Trifluoroacético (TFA) 0,1% (3 vezes). Uma vez ativada, 10 pL de cada amostra foram
passados sucessivas vezes pelas ZipTips, de maneira a saturar a resina com o material
proteico/peptidico recuperado a partir da estimulacdo dos intestinos com ionéforo de calcio ou
solucdo IS. Apds a passagem das amostras, a resina foi lavada por trés vezes com solucdo de
TFA 0,1%, sendo o material que se ligou a resina eluido em novo tubo plastico através da
passagem sucessiva de solucdo de ACN 60% pelas ZipTips.

Apbs o procedimento de dessalinizacdo, as amostras foram aplicadas em placa
analisadora de ago (MTP AnchorChip 800/384 - Bruker Daltonics). Como matriz de dessorgéo,
para todas as amostras, foi utilizado o acido a-ciano-4-hidroxicinamico (a-HCCA — Bruker) em
solucdo, no qual as amostras foram misturas na proporcdo de 1:1 (v/v). Apds secagem,
iniciaram-se as leituras, sendo o espectro de massa obtido através do modo positivo/linear,
utilizando o método LP-ClinProt (FlexControl software) com faixa de obten¢éo de 520 a 20.000
m/z. A calibragdo do instrumento foi realizada utilizando o kit Peptide Calibration Standard II

(Bruker Daltonics 8222570) como referéncia.

4.16 Analises estatisticas
Nos resultados referentes ao ensaios de tripsina, foi realizado testes t-student sendo
consideradas significativas diferencas com valor p < 0,05. Nos ensaios de alcalinizagédo
intestinal foram realizados testes de proporcdo de Fisher, sendo consideradas significativas

diferencas com valor p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Efeito da alimentacdo com PEG 8.000 no pH intestinal de fémeas de L. longipalpis

Nosso grupo de pesquisa tem larga experiéncia em estudos da fisiologia intestinal de
insetos hematdfagos, sendo que os mecanismos envolvidos na alcalinizacdo intestinal de
Diptera, principalmente em L. longipalpis, foram por nés descritos (NEPOMUCENO, 2019;
SANTOS, 2010). Diante dessa ampla experiéncia, o direcionamento inicial do presente trabalho
se deu a partir do momento em que, em ensaios anteriores, verificamos que fémeas de L.
longipalpis pareciam alcalinizar seu intestino quando alimentadas com qualquer molécula de
origem proteica (SANTOS, 2010), mesmo sendo uma proteina que jamais esses insetos
encontrariam na natureza. Uma vez que, no limen intestinal de insetos ndo alimentados com
sangue, existe uma baixa atividade proteolitica (basicamente de tripsina) (TELLERIA et al.,
2007), inicialmente hipotetizamos que o estimulo primario que promovia a alcalinizagéo seria
o reconhecimento de peptideos gerados a partir destas proteinas. Peptideos gerados por tripsina
tém sempre, na sua extremidade carboxila, um residuo de arginina ou de lisina, e esta
extremidade interagiria com algum receptor de peptideos, iniciando entdo o0s eventos
responsaveis pela alcalinizacdo. Contudo, esta hipdtese ndo se mostrou verdadeira (dados ndo

apresentados).

Diante disso veio uma nova hipotese, onde acreditdvamos que a concentracdo das
proteinas ingeridas é que parecia ser importante para o processo de alcalinizacdo intestinal, e
ndo sua natureza. Surgiu entdo a ideia de que um choque osmético produzido pela retirada de
ions e &gua do lumen intestinal seria o estimulo primario responsavel pela alcalinizacéo.
Portanto, para iniciar os experimentos, escolhemos uma molécula ndo proteica, ndo tdxica e
com peso molecular semelhante ao de proteinas pequenas, a molécula de PEG 8.000, que
apresenta uma estrutura simples, com repeticdes de um mesmo motivo, para ser testada como
agente promotor de alcalinizacéo (seja por meio da hipotese osmatica ou qualquer outra advinda

de sua natureza ndo proteica).

Vale destacar que, Santos, em 2010, em experimentos preliminares para determinagéo
de potenciais estimuladores de alcalinizacdo, mostrou que PEG, de uma maneira néo

esclarecida, era capaz de induzir o processo de alcalinizagdo em insetos que viessem a ingerir
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este composto. A hip6tese inicial quando destes experimentos era a de que, provavelmente uma
dilatacéo intestinal seria capaz de disparar os mecanismos de alcalinizagdo e desligar aqueles
relacionados com a acidificacdo. Como dito anteriormente, foi observada uma capacidade de
alcalinizacdo disparada pela alimentacdo com PEG, onde descartou-se a hipotese relacionando
esse processo com a dilatagéo intestinal, uma vez que os intestinos dos insetos alimentados com
PEG ndo apresentavam-se dilatados apos a alimentacdo. Contudo, 0s experimentos pararam por
ai e nada se esclareceu quanto aos estimulos intestinais provocados por PEG que levaram a uma

alcalinizacdo daqueles intestinos.

A fim de demonstrarmos de maneira sistematica e bem definida que a molécula sintética
PEG 8.000 tem algum efeito sobre o processo de alcalinizacdo intestinal de L. longipalpis,
realizamos ensaios de alimentacdo de fémeas com essa molécula dissolvida em agua destilada
contendo sacarose 15% e o corante indicador de pH, Azul de Bromotimol na concentracdo de
0,1 % (conforme descrito nos itens 4.3 e 4.4).

Nossos resultados mostraram que a molécula PEG 8.000, na concentracdo de 10 mM, é
eficiente em disparar os mecanismos de alcalinizagdo intestinal, com todos os intestinos

dissecados apresentando-se alcalinos (pH > 6,0) (Figura 9).
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Alcalinizagao intestinal
promovida por PEG 8000
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Figura 9 - Analise de proporcao de alcalinizacao intestinal. Grafico de anélise da proporcéao
de alcalinizagdo intestinal entre fémeas de L. longipalpis alimentadas com sacarose 15% + Azul de
Bromotimol 0,1%, dissolvidos em agua (Controle), e fémeas alimentadas com sacarose 15% + Azul de
Bromotimol 0,1% + PEG 8.000 10mM, dissolvidos em agua (PEG 8.000). Dentro do grupo PEG 8.000,
evidencia-se a subdivisdo em categorias de pH de acordo com o grau de alcalinizacdo, sendo elas: 6 <
pH<6,5;6,5<pH<7,0;7,0<pH<7,5.0ntmero de observagdes representa eventos individuais, onde
cada observacdo equivale a um intestino dissecado para cada grupo. Destaque para a auséncia de
intestinos alcalinos (pH > 6,0) no grupo controle, e a auséncia de intestinos &cidos (pH < 6,0) entre 0s

insetos alimentados com PEG 8.000. Teste de proporcao de Fisher. **** (p < 0,0001).

Diante disso, levantamos o questionamento sobre a concentracdo minima de PEG 8.000
necessaria para ativar os mecanismos de alcalinizagdo intestinal, j& que queriamos investigar
melhor a hipdtese do mecanismo osmotico de alcalinizagdo. Para isso realizamos ensaios onde

os insetos foram alimentados com diferentes concentragdes de PEG 8.000.
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5.2 Efeito da concentracdo de PEG 8.000 no processo de alcalinizacdo de fémeas de L.
longipalpis
Conforme descrito no item 4.4 da metodologia deste trabalho, as fémeas de L.
longipalpis foram alimentadas com solucdo de Sacarose 15% + Azul de Bromotimol 0,1%
contendo PEG 8.000 em diferentes concentra¢des (1 mM, 3 mM e 10 mM). Ressaltamos aqui

que todos os reagentes especificamente deste experimento foram dissolvidos em agua destilada.

Nossos resultados mostraram que, a medida em que aumentamos a concentracdo de PEG
8.000 na solucdo oferecida para as fémeas de L. longipalpis, ocorre um aumento no nimero de
intestinos capazes de disparar os mecanismos de alcalinizacdo intestinal, de modo que, a
alcalinizacdo torna-se também mais eficiente em solu¢des com uma maior concentracdo de PEG
8.000. Nos insetos alimentados com solucdo de PEG 8.000 a 1 mM, somente dois insetos foram
capazes de disparar o mecanismo de alcalinizagdo (Figura 10A), enquanto que para solugéo de
PEG 8.000 & 10 mM, somente trés intestinos permaneceram na condi¢do &cida (Figura 10C).
Os valores de pH observados para a alimentacdo com a solucdo de PEG 8.000 a 3 mM foram

intermediarios aos observados para as outras alimentagdes (Figura 10B).



pH intestinal de L. longipalpis
(Azul de Bromotimol 0 1% + Sacarose 15% + PEG 8000 1 mM)
Dissolvidos em H20

69

pH intestinal de L./longipalpis
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Figura 10 - Determinacgdo do pH intestinal de fémeas de L. Iongipélpis alimentadas com

solucdo contendo PEG 8.000 em diferentes concentragdes, em agua. Graficos de analise do pH

intestinal de fémeas de L. longipalpis alimentadas com solucéo de sacarose 15%, Azul de Bromotimol

0,1% e PEG 8.000 em diferentes concentraces, todos dissolvidos em agua destilada. Temos o nimero

de observagdes, o que equivale ao nimero de intestinos dissecados e comparados com escala padrdo

para o corante indicador, bem como as faixas de pH onde cada uma das observagdes se encaixam. A —

fémeas alimentadas com solucéo de PEG 8.000 a 1 mM; B — fémeas alimentadas com solucéo de PEG

8.000 a 3 mM; C — fémeas alimentadas com solugédo de PEG 8.000 & 10 mM.
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Esses resultados reforgaram nossa hipotese osmatica de alcalinizagdo intestinal, onde
ficou claro que, solugbes mais concentradas de PEG 8.000 sdo mais eficientes em disparar 0s

mecanismos de alcalinizacao.

Nos perguntamos entdo se sais presentes na solucdo a partir da qual as fémeas se
alimentam teriam alguma influéncia nos processos de alcalinizacdo, esses sais poderiam ajudar
no processo de alcalinizacdo potencializando a saida de agua no limen intestinal para os
enterdcitos na medida em que eles fossem transportados do limen para os enterdcitos, de modo
a ocorrer uma concentracdo ainda maior das moléculas presentes no Iimen intestinal, no caso,
de PEG 8.000. Com isso realizamos alimentacdo das fémeas com as mesmas solugdes, nas
mesmas concentracdes anteriormente mostradas, porém dissolvendo os reagentes em solugéo
IS.

5.3 Influéncia de sais no processo de alcalinizacéo disparado por PEG 8.000
Conforme descrito no item 4.4 da metodologia e no item 5.2 dos resultados deste
trabalho, as fémeas de L. longipalpis foram alimentadas com solucdo de Sacarose 15% + Azul
de Bromotimol 0,1% contendo PEG 8.000 em diferentes concentragdes (1 mM, 3 mM e 10

mM), porém dessa vez com todos os reagentes sendo dissolvidos em solugéo IS (composicao

Nossos resultados confirmaram nossa hipétese inicial de que a presenca de sais poderia
potencializar a acdo dos mecanismos de alcalinizagdo disparados pela alimentagdo contendo
PEG 8.000. De forma semelhante ao que mostramos no item 5.2 dos resultados, solu¢gdes mais
concentradas de PEG 8.000 sdo melhores em estimular os processos de alcalinizagdo, insetos
que comeram PEG 8.000 10 mM alcalinizam melhor do que aqueles que comeram PEG 8.000
3 mM, e estes por sua vez, alcalinizam melhor dos que comeram PEG 8.000 1 mM (Figura
11).

Quando comparamos os resultados obtidos para uma mesma concentracdo de PEG

8.000 (Figuras 10 e 11), porém considerando a presenca ou ndo de sais, sempre nas solucoes
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contendo IS o nimero de intestinos que foram capazes de alcalinizar, tanto em nimero quanto

em intensidade, foi maior (Figuras 10 e 11).

descrita no item 4.3 da metodologia).
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Figura 11 — Determinagdo do pH intestinal de fémeas de L. longipalpis alimentadas com

solucdo contendo PEG 8.000 em diferentes concentracfes, em IS. Graficos de analise do pH
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intestinal de fémeas de L. longipalpis alimentadas com solugéo de sacarose 15%, Azul de Bromotimol
0,1% e PEG 8.000 1 mM, todos dissolvidos em IS. Temos o numero de observagdes, 0 que equivale ao
numero de intestinos dissecados e comparados com escala padréo para o corante indicador, bem como
as faixas de pH onde cada uma das observactes se encaixam. A — fémeas alimentadas com solucéo de
PEG 8.000 a 1 mM; B — fémeas alimentadas com solucéo de PEG 8.000 a 3 mM; C — fémeas alimentadas
com solugédo de PEG 8.000 a 10 mM

Como descrito nos itens 4.3 e 4.4 da metodologia e nos itens 5.1 e 5.2 dos resultados
deste trabalho, até entdo todas as alimentagdes oferecidas as fémeas de L. longipalpis continham
em comum a presenca de dois solutos: Azul de Bromotimiol 0,1% e Sacarose 15%. Como
demonstrado anteriormente, nossos resultados confirmaram que variagdes na concentracao de
PEG 8.000 e na presenca de sais na solucdo de alimentacdo, influenciavam o processo de
alcalinizacdo intestinal, de modo que solu¢Ges mais concentradas e com presenca de sais,
levavam a uma alcalinizagcdo mais eficiente. Diante disso nos perguntamos se a presenca de
outros solutos na solucdo a partir da qual os insetos se alimentavam, também teriam influéncia
no processo de alcalinizacdo intestinal. Levando em consideracdo que a presenca do corante
indicador de pH era essencial para obtencdo dos resultados, realizamos ensaios onde retiramos
a sacarose 15% da solucéo de alimentacdo das fémeas de L. longipalpis, a fim de determinar a

influéncia desse composto no processo de alcalinizagéo.

5.4 Efeito da presenca de sacarose 15% no processo de alcaliniza¢do de fémeas de L.
longipalpis alimentadas com solucéo contendo PEG 8.000.
Conforme descrito no item 4.4 da metodologia deste trabalho, as fémeas de L.
longipalpis foram alimentadas com solugéo de Azul de Bromotimol 0,1% contendo PEG 8.000
na concentracdo de 10 mM, ambos dissolvidos em &gua. O processo de alimentagédo seguiu o

padréo exposto nos itens 4.3 e 4.4 da metodologia.

Nossos resultados mostraram que, a exemplo do que acontece com a presenca de sais, a
presenca de sacarose 15% na solucdo de alimentacdo dos insetos, influencia positivamente o

processo de alcalinizacdo intestinal das fémeas de L. longipalpis. Conforme mostrado na figura
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12, a maior parte dos intestinos apresentaram valor de pH < 6,5, uma diferenca clara no
potencial de alcalinizagéo desses intestinos quando comparados com os dados apresentados nas
figura 10 e 11, onde os insetos foram alimentados com a solugdo de Azul de Bromotimol 0,1
% e PEG 8.000 a 10 mM contendo sacarose 15%.

pH intestinal de L. longipalpis
(Azul de Bromotimol 0,1% + PEG 8000 10 mM)
Dissolvidos em H20
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Figura 12 - Determinacao do pH intestinal de fémeas de L. longipalpis alimentadas com
solucdo contendo PEG 8.000 & 10 mM na auséncia de sacarose 15%. Grafico de andlise do pH
intestinal de fémeas de L. longipalpis alimentadas com solugdo de Azul de Bromotimol 0,1% e PEG
8.000 10 mM, todos dissolvidos em &gua destilada. Temos o nimero de observacgdes, 0 que equivale ao
namero de intestinos dissecados e comparados com escala padréo para o corante indicador, bem como

as faixas de pH onde cada uma das observacdes se encaixam.

Realizados os experimentos onde mostramos que a concentracdo e a presenca de sais e

sacarose na solucdo tem grande influéncia sobre o poder de alcalinizacdo de L. longipalpis,
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resolvemos realizar mais experimentos que nos mostrassem que o gatilho de ativacdo de todo
0 processo de alcalinizacdo tem relacéo direta com a concentra¢do osmoética dentro no Iimen

intestinal, e ndo com a origem da molécula a partir da qual o inseto se alimenta.

Como mostrado nos itens 5.2, 5.3 e 5.4, nossa hipdtese, com base nos resultados ali
apresentados, € a de que o gatilho que leva a alcalinizag&o intestinal € um desbalango osmético
que acontece entre o lumen intestinal e citoplasma dos enterécitos, fenémeno que ocorre logo
apos a ingestdo de sangue. Isto aconteceria a partir da eliminacdo de agua do sangue ingerido e
do transporte de ions para os enterdcitos com consequente aumento da pressdo osmética do

bolo alimentar.

Resolvemos entdo realizar uma serie de alimentacdes com outras moléculas diferentes
de PEG 8.000, mas que poderiam nos mostrar se, em uma dada concentracéo, a resposta de
alcalinizacdo sobre elas seria semelhante a que encontramos para PEG 8.000 na concentragao

de 10 mM (aquela que mais eficientemente ativa 0os mecanismos de alcalinizacao).

5.5 Efeito sobre o pH intestinal da alimentacdo de fémeas de L. longipalpis com
DEXTRAN
A primeira molécula que escolhemos para essa nova série de alimentacBes foi a
molécula de Dextran, a qual foi oferecida aos insetos conforme descrito no item 4.5 da
metodologia deste trabalho. FEémeas de L. longipalpis foram alimentados com solu¢do contendo
Sacarose 15% + Azul de Bromotimol 0,1% + Dextran 10 mM, todos dissolvidos em solucéo
IS. Assim como nas demais alimentacfes descritas neste trabalho, ap6s o periodo de
alimentacdo, os insetos foram dissecados, e a cor adquirida pelos intestinos médios foi

comparada com a escala padrdo para o corante indicador.
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Nosso resultados mostraram que, assim como PEG 8.000 a 10 mM dissolvido em
solucdo IS (Figura 11), a molécula de Dextran foi capaz de provocar a alcalinizacao intestinal
em fémeas de L. longipalpis (Figuras 13), contudo essa alcalinizacdo se mostrou
qualitativamente menos intensa, sendo que a maior parte das observac6es indicaram pH igual

a’,0.
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Figura 13 — Determinagéo do pH intestinal de fémeas de L. longipalpis alimentadas com
solucdo contendo Dextran 10.000 a 10 mM. Gréfico de analise do pH intestinal de fémeas de L.
longipalpis alimentadas com solugéo de sacarose 15%, Azul de Bromotimol 0,1%, e Dextran 10000 10
mM, todos dissolvidos em IS, apds 24 horas de alimentagdo. Temos o numero de observagdes, que
equivale ao numero de intestinos dissecados e comparados com escala padréo para o corante indicador,

bem como as faixas de pH onde cada uma das observacGes se encaixam.
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Realizamos também a alimentagdo com outras moléculas que poderiam apresentar o
mesmo potencial de promover a alcalinizacdo intestinal que aquele apresentado por PEG 8.000

e Dextran, as moléculas escolhidas foram PEG 100.000 e Celobiose.

5.6 Efeito da alimentacdo com PEG 100.000 e Celobiose sobre o pH intestinal de fémeas

de L .longipalpis
Conforme descrito no item 4.5 da metodologia deste trabalho, as alimentagdes dos
insetos, tanto para PEG 100.000, quanto para Celobiose, foram realizadas através de
alimentador artificial (Hemotek®). Ambas as moléculas foram oferecidas aos insetos em
solucdo contendo Sacarose 15% + Azul de Bromotimol 0,1%, ambos dissolvidos em IS. A
solucéo final de PEG 100.000 foi oferecida na concentragdo de 1 mM enquanto a de Celobiose
foi oferecia na concentracéo de 10 mM. A utilizagdo de PEG 100.000 & 1 mM se deu devido ao
fato de que uma solucdo a 10 mM, apresenta-se altamente viscosa, 0 que tornaria dificil (ou

quase inviavel) a alimentacdo por parte dos insetos.

Nossos resultados mostraram que para a molécula de PEG 100.000 a 1 mM, a maior
parte dos intestinos indicaram um valor de pH proximo de 6,5 (Figura 14), resultado este que
se assemelha ao resultado encontrado na alimentacéo de L. longipalpis fémeas com molécula
de PEG 8.000 & 1 mM (Figura 11).
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Figura 14 — Determinacéo do pH intestinal de fémeas de L. longipalpis alimentadas com
solucdo contendo PEG 100.000 & 1 mM. Gréfico de anélise do pH intestinal de fémeas de L.
longipalpis alimentadas com solugéo de sacarose 15%, Azul de Bromotimol 0,1% e PEG 100.000 1
mM, todos dissolvidos em IS ap6s 24 horas de alimentacdo. Temos o0 nimero de observacgdes, que
equivale ao nimero de intestinos dissecados e comparados com escala padrdo para o corante indicador,

bem como as faixas de pH onde cada uma das observacdes se encaixam.

Isso reforca nossa hipotese inicial de que o gatilho para os mecanismos de alcalinizacao
em L. longipalpis ndo € a natureza molecular do alimento ingerido, mas sim a concentracéo e o
comportamento osmoético dessa molécula no tubo digestivo do inseto. Mesmo em uma
alimentacdo com uma molécula maior, seu comportamento foi semelhante aquele de outra

alimentacdo com uma molécula menor, porém na mesma concentragao.

No caso da Celobiose, nossos resultados mostraram que a maior parte dos intestinos
indicaram um pH préximo a 6,5 (Figura 15), o que difere dos resultados obtidos para PEG
8.000 a 10 mM (Figura 11). Esse resultado pode ser explicado, pelo menos em parte, pela
presenca de 3-glicosidases no intestino de L. longipalpis (FERREIRA et al., 2018), enzimas

estas que seriam responsaveis pela quebra de Celobiose, alterando a concentracdo dessa
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molécula no intestino do inseto, tornando seu potencial osmadtico menor, 0 que por sua vez

resultaria numa baixa estimulagéo para a ativagédo dos mecanismos de alcalinizacéo intestinal.
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Figura 15 — Determinacdo do pH intestinal de fémeas de L. longipalpis alimentadas com
solugdo contendo Celobiose & 10 mM. Gréfico de anélise do pH intestinal de fémeas de L. longipalpis
alimentadas com solugdo de sacarose 15%, Azul de Bromotimol 0,1% e Celobiose 10 mM, todos
dissolvidos em IS ap6s 24 horas de alimentacdo. Temos o nimero de observacles, que equivale ao
numero de intestinos dissecados e comparados com escala padrdo para o corante indicador, bem como

as faixas de pH onde cada uma das observacdes se encaixam.

Com esses ensaios reforcamos nossa hipétese de que, independentemente da origem
molecular da fonte de alimentos, os mecanismos de alcalinizacéo intestinal sdo disparados pela

concentra¢do osmotica dentro do intestino médio de L. longipalpis.

A fim de reforgarmos as evidéncias até entéo encontradas, as quais confirmaram nossa

hipotese inicial da concentragdo osmdtica do alimentado no tubo digestivo do inseto, realizamos
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ensaios onde submetemos o0s intestinos a choques osmaticos externos, ou seja, choques
osmaticos atraves das superficies basolaterais dos enterdcitos por meio de aplicagdo “ex vivo”

de solugdes hiperosmaticas.

5.7 Andlise da capacidade de alcalinizacdo intestinal de choques osmoticos aplicados a
superficie basolateral de intestinos médios de fémeas de L. longipalpis
Conforme descrito no item 4.6 da metodologia deste trabalho, para testarmos se choques
osmaticos seriam capazes de disparar os mecanismos de alcalinizagdo intestinal no intestino
médio de fémeas de L. longipalpis, solucdes hiperosmaticas de sacarose (2,5 M) e PEG 8.000
(100 mM) foram preparadas e aplicadas sobre intestinos dissecados de fémeas que haviam
previamente se alimentado de solugéo contendo Sacarose 15% + Azul de Bromotimol 0,1%
dissolvidos em solugdo IS e que apresentavam pH intestinal acido (pH < 6,0). Testamos também

a aplicacéo de PEG 8.000 em p6 sobre os intestinos.

Nossos resultados mostraram que nenhum dos estimulos hiperosmoticos aplicados pelo
lado de fora dos intestinos foi capaz de disparar os mecanismos de alcalinizagdo intestinal. Em
todos os trés experimentos realizados (Sacarose 2,5 M; PEG 8.000 100 mM; PEG 8.000 em
p6), nenhum dos intestinos observados apresentou qualquer sinal de alcalinizacéo (Tabela 1).

Muito provavelmente a auséncia de respostas observadas nesses estimulos pode estar
relacionada com o fato de que os testes foram realizados com intestinos fechados, portanto
através da superficie basolateral dos enterécitos e células enddcrinas intestinais. Os
mecanismos de alcalinizacdo intestinal podem depender do transporte de ions e de agua do
ltmen para os enterdcitos. E pertinente ressaltar que a ingest&o de fons sem algo que promova
um choque osmatico dentro do Iimen n&o leva a alcalinizagdo. Mesmo nos experimentos feitos
com agua destilada haviam certamente alguns ions presentes dentro dos intestinos utilizados
nos experimentos. Nestes casos o efeito alcalinizante foi menor porque haviam menos ions

presentes junto com PEG dentro do lumen (Figura 10).
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Tabela 1 - Resposta de alcalinizacéo intestinal frente a estimulos hiperosméticos
aplicados pela regido basolateral do intestino médio

Controle | pH ap6s aplicaco
Tratamento  F 60 pH>60  pH<60 pH>60] '2ordep
Sacarose 2,5 M 10 0 10 0 p >0,9999
PEG 8.000 100 mM 10 0 10 0 p > 0,9999
PEG 8.000 em pb 28 0 28 0 p > 0,9999

Andlise da proporcdo de intestinos de L. longipalpis que sofreram alteragdo de pH apos aplicagéo
de estimulo hiperosmético pela regido basolateral do intestino médio. Tabela de proporgdo onde
observa-se a alteracdo do pH intestinal de fémeas de L. longipalpis apds a aplicacdo de estimulos
hiperosmoticos, a saber: Sacarose 2,5 M; PEG 8.000 100 mM; e PEG 8.000 em p6. Foram considerados
alcalinos os intestinos que apresentassem cor indicativa de pH > 6,0. Os intestinos foram observados

por 10 minutos apds a aplicacdo do tratamento. Teste de propor¢éo de Fisher.

Levando em consideracdo nossa hipotese de que o desbalango osmético entre limen
intestinal e enterdcitos é o gatilho de um dos mecanismos envolvidos no processo de
alcalinizacdo intestinal, é de se esperar que o transporte de agua entre 0s dois ambientes
desempenhe papel central no processo. A fim de testar essa hipotese, realizamos ensaios com
fémeas de L. longipalpis onde, juntamente com uma alimenta¢do contendo PEG 8.000, foi

oferecido um inibidor de aquaporinas.

5.8 Influéncia da alimentacdo com Bumetanide sobre o pH intestinal de fémeas de L.
longipalpis

Conforme descrito no item 4.12 da metodologia deste trabalho, realizamos alimentacao
de fémeas de L. longipalpis com solucéo contendo Sacarose 15% + Azul de Bromotimol 0,1%
+ PEG 8.000 a 10 mM, todos dissolvidos em IS, acrescentando a essa alimentagéo o inibidor
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de aquaporinas Bumetanide (BMT), na concentracdo de 0,1 mM. Apds a alimentacdo, os insetos
foram dissecados, e a coloragdo adquirida pelo intestino comparada com escala padrdo para o
corante indicador. Como grupo controle para este experimento, foram utilizados os valores de
pH obtidos a partir da observacéo de intestinos de fémeas de L. longipalpis que se alimentam

da mesma solugéo anteriormente descrita, contudo sem o composto BMT.

Nossos resultados mostraram que o bloqueio das aquaporinas através da acdo de BTM
0,1 mM foi capaz de prejudicar o processo de alcalinizacdo intestinal de fémeas de L.
longipalpis (Figura 16). A inibicdo do transporte de &gua do Iumen intestinal para os
enterdcitos, provavelmente prejudicou a concentracdo do bolo alimentar do inseto contendo
PEG 8.000. A auséncia de um desbalanco osmotico mais acentuado, por sua vez, faz com que

0 processo de alcalinizacao intestinal ndo atinja sua maxima eficiéncia.

Inibigdo de alcalinizagao intestinal

por BMT [0,1 mM]
[Azul de Bromotimel 0,1% + Sacarcse 13% em |5)

i i

25
| _ mm PEG 8000 [10mM]
. 20- =3 PEG 8000 [10mM] + BMT [0,1 mM]
2 -
£ 15+
S 104
é ]
5- I
'] | II—I
pH=< 7,0 PH=T,0
Faixas de pH

Figura 16 — Analise da proporcéo de intestinos de L. longipalpis que sofreram alteracao de

pH apds alimentacdo com Bumetanide (BMT). Grafico de propor¢édo onde observa-se a alteracdo do
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pH intestinal de fémeas de L. longipalpis. Em preto temos o grupo controle, onde os insetos foram
alimentados somente com solugéo contendo Sacarose 15% + Azul de Bromotimol 0,1% + PEG 8.000
[10 mM]; em cinza temos as observacdes dos intestinos dos insetos que se alimentam de solugéo
contendo Sacarose 15% + Azul de Bromotimol 0,1% + PEG 8.000 [10 mM] + Bumetanide [0,1 mM].
Foram considerados alcalinos os intestinos que apresentassem cor indicativa de pH > 6,0. **** - Teste
de Fisher onde p < 0,9999.

Um dos processos de alcalinizacdo descritos por nosso grupo é aquele envolvendo a
liberacdo de uma ou mais moléculas na hemolinfa de fémeas recém alimentadas com sangue.
Essas moléculas, quando em contato com superficie basolateral de intestinos acidos, acaba por
disparar o processo de alcalinizacdo intestinal. Como PEG 8.000 provocou uma alcalinizagéo
eficiente no intestino médio de fémeas de L. longipalpis, decidimos verificar se a hemolinfa
dessas fémeas alimentadas com PEG 8.000 na concentracdo de 10 mM (aquela com maior
eficiéncia no processo de alcalinizagdo) apresentaria efeito alcalinizante semelhante ao

encontrado para a hemolinfa das fémeas alimentadas com sangue.

5.9 Anélise da capacidade de alcalinizacdo da hemolinfa de fémeas de L. longipalpis
alimentadas com PEG 8.000
Conforme descrito no item 4.7 da metodologia deste trabalho, primeiramente separamos
fémeas de L. longipalpis, as quais foram alimentadas com solugdo contendo Sacarose 15%,
Azul de Bromotimol 0,1% e PEG 8.000 10 mM, todos dissolvidos em solucdo IS. A hemolinfa
dessas fémeas, apos alimentacdo com a solucdo anteriormente descrita, foi retirada e aplicada
sobre o intestino de outras fémeas que haviam se alimentado somente com solugéo de Sacarose
15% + Azul de Bromotimol 0,1%. Estes intestinos apresentavam-se com coloracdo amarela,
indicando um pH acido. Apos aplicacdo os intestinos foram observados por 10 minutos, e as

alteracdes de cores foram comparadas com escala padrdo para o corante indicador.

Nossos resultados mostraram que a hemolinfa das fémeas alimentadas com solugéo

contendo PEG 8.000 a 10 mM ndo apresenta capacidade de disparar os mecanismos de
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alcalinizacdo, dos oito intestinos observados ap6s aplicagdo da hemolinfa, somente um
apresentou sinais de alcalinizacdo (Figura 17).

pH Intestinal de Lutzomyia longiapipis

Aplicagao da hemolinfa de féemeas alimentadas
com PEG 8000 [10 mM]

10— p = 0,2000
| mm Antes da Aplicacao
8- = Depois da Aplicacao
":-1'- -
¢ 6o
S s
; ]
re
oL I I
pH = 6,0 pH=6,0
Faixas de pH

Figura 17 — Analise da proporcéo de intestinos de L. longipalpis que sofreram alteragéo de
pH apos aplicacdo de hemolinfa. Gréfico de proporcdo onde observa-se a alteracdo do pH intestinal
de fémeas de L. longipalpis ap0s a aplicacdo de hemolinfa de fémeas alimentadas com solugdo contendo
PEG 8.000 a 10 mM. Foram considerados alcalinos os intestinos que apresentassem cor indicativa de
pH > 6,0. Os intestinos foram observados por 10 minutos apos a aplicacdo da hemolinfa. Teste de Fisher
onde p > 0,9999.

Isso nos levou a pensar que, provavelmente, os mecanismos de alcalinizacdo ativados
por PEG 8.000 podem ndo compartilhar das fases iniciais do processo de alcalinizacdo daqueles
mecanismos ativados a partir da liberacdo de moléculas alcalinizadoras na hemolinfa dos

insetos que se alimentaram de sangue.

Nossos resultados até aqui mostram que a ativacdo da alcalinizagdo observada para PEG

8.000 e as outras moléculas sintéticas testadas, passa por um mecanismo de balan¢o osmoético,
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que deve estar presente também durante o processo de alcalinizacdo de insetos que comeram
sangue, s6 que estes Ultimos podem potencializar o mecanismo através da acao de moléculas
estimuladoras liberadas em sua hemolinfa. De alguma maneira ainda nao esclarecida, a
alimentacdo com sangue induz a secrecdo por parte das ceélulas enddcrinas intestinais de
moléculas alcalinizadoras, provavelmente horménios, os quais ndo séo liberados durante a

alimentacdo com PEG 8.000.

Diante dos resultados anteriores resolvemos testar também a capacidade que estimulos
mecanicos tem de disparar algum dos mecanismos envolvidos com a alcalinizacao intestinal
em fémeas de L. longipalpis. Testamos uma distenséo direta por estiramento dos intestinos e

uma distensdo provocada pela ingestdo de microesferas de latex.

5.10 A influéncia da distensdo mecénica do intestino médio de fémeas de L. longipalpis

no processo de alcalinizacdo intestinal
Como descrito no item 4.6 da metodologia deste trabalho, a fim de verificar se estimulos
mecanicos, principalmente aqueles relacionados com a distenséo do intestino médio de fémeas
de L. longipalpis seriam capazes de disparar os mecanismos de alcalinizacdo intestinal,
realizamos dois ensaios: 0 primeiro com intestino médio de fémeas alimentadas com solu¢édo
de Sacarose 15% + Azul de Bromotimol 0,1% dissolvidos em solucdo IS, onde as extremidades
dos intestinos foram puxadas com estiletes provocando o estiramento de todo o intestino (onde
a hipotese era que o estiramento poderia ser um dos estimulos capazes de disparar a
alcalinizacdo do limen intestinal); e um segundo ensaio, onde fémeas foram alimentadas com
solugdo contendo, além de Sacarose 15% e Azul de Bromotimol 0,1% dissolvidos em solugdo
IS, microesferas de latex, as quais séo inertes em termos osmaticos, mas causariam um aumento

do volume intestinal, e consequentemente, sua distensdo mecanica.

Nossos resultados mostraram que nem o estimulo mecanico por estiramento (realizado
através de pequenos puxdes nas extremidades dos intestinos) (Figura 18) nem aquele realizado
através da alimentagdo com microesferas de latex (Figura 19) foram capazes de disparar 0s

mecanismos de alcalinizacao intestinal.
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pH Intestinal de L. longipalpis
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Figura 18 — Analise da proporcéo de intestinos de L. longipalpis que sofreram alteragao de
pH apos aplicacdo de estimulo mecanico por estiramento. Grafico de propor¢do onde observa-se a
alteracdo do pH intestinal de fémeas de L. longipalpis apds a aplicacdo de estimulo mecéanico por
estiramento sobre o intestino através de pequenos puxdes, os quais foram realizados com auxilio de
estiletes. Como grupo controle temos o pH indicado pelo intestino de fémeas alimentadas com solugéo
de Sacarose 15% + Azul de Bromotimol (Pré-Estimulo), como grupo teste temos 0s mesmos intestinos
apos estimulo de estiramento com periodo de observagdo de 10 minutos. Foram considerados alcalinos

0s intestinos que apresentassem cor indicativa de pH > 6,0. Teste de Fisher onde p > 0,9999.
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pH Intestinal de L. longipalpis

Efeito da dilatacdo provocada pela ingestao
de microesferas de latex
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Figura 19 — Anélise do efeito da dilatacdo provocada pela ingestdo de microesferas de latex
por fémeas de L. longipalpis. Grafico de propor¢do onde observa-se a alteracdo do pH intestinal de
fémeas de L. longipalpis apds a ingestao de microesferas de latex por meio de alimentagdo. Como grupo
controle temos o pH indicado pelo intestino de fémeas alimentadas com solugdo de Sacarose 15% +
Azul de Bromotimol, dissolvidos em solucdo IS (Controle), como grupo teste intestinos de fémeas de
L. longipalpis apds alimenta¢do com solugdo de Sacarose 15% + Azul de Bromotimol 0,1% em solucéo
IS contendo “beads” de latex, os intestinos foram dissecados e a cor adquirida por eles comparada com
escala padrdo para o corante indicador. Foram considerados alcalinos os intestinos que apresentassem

cor indicativa de pH > 6,0. Teste de Fisher onde p > 0,9999.

Esses resultados reforcaram ainda mais nossa hipdtese de que, muito provavelmente, o
grande sinal para a ativagdo dos mecanismos de alcalinizacao intestinal estéo relacionados com

uma diferenga osmotica entre o citoplasma das células intestinais e o limen intestinal.



87

No caso, a auséncia de resposta entre as fémeas alimentadas com as microesferas de
latex se deve ao fato dessas particulas serem osmoticamente inertes, portanto, ndo provocando

a ativacao dos mecanismos.

Apesar de demonstrada em trabalhos anteriores do nosso grupo a agéo alcalinizadora da
hemolinfa de fémeas de L. longipalpis recém alimentadas com sangue, até entdo nao haviamos
conseguido esclarecer de forma definitiva a natureza ou identidade da molécula liberada na
hemolinfa que é responsavel por disparar parte dos mecanismos de alcalinizacdo, porém
acreditamos que esta molécula, que apresenta uma funcdo hormonal, ndo atue de maneira

individual.

Acreditamos que sua acdo estaria atrelada a presenca de outros componentes, 0s quais
em conjunto disparariam 0s mecanismos de alcalinizacdo intestinal. Um dos provaveis
componentes que poderiam atuar em conjunto com a molécula alcalinizadora seriam 0s

aminoéacidos presentes na hemolinfa dos insetos.

Sabemos que a concentracdo de aminodacidos livres na hemolinfa de fémeas de L.
longipalpis que se alimentaram de sangue cresce progressivamente a medida em que ocorre a
digestdo; além disso, como evidenciado anteriormente no corpo deste texto e no item 1.2 da
introducdo, a hemolinfa retirada de fémeas que acabaram de se alimentar de sangue apresenta
potencial de alcalinizacdo, ou seja, tem em sua composi¢do todos os conjuntos de fatores

necessarios a ativacdo dos mecanismos de alcalinizacdo intestinal.

Diante disso resolvemos dosar a quantidade de aminoacidos livres na hemolinfa de
fémeas de L. longipalpis em trés situagdes: fémeas alimentadas somente com sacarose 15%;
fémeas alimentadas com sangue, com periodo pds-alimentacdo de 2 horas; e por fim, fémeas
alimentadas com sangue com periodo po6s-alimentacdo de 30 horas. Vale ressaltar que a escolha
em dosar a concentracdo de aminoacidos livres se deu por ser um dos provaveis componentes
potencializadores da molécula alcalinizadora mais faceis de serem testados, além disso, como
a hemolinfa de fémeas ndo alimentadas com sangue ndo apresentam o potencial alcalinizador,
guando comparada com a hemolinfa de fémeas que acabaram de se alimentar de sangue (onde
a concentragdo de aminoacidos livres na hemolinfa é crescente), os aminoacidos seriam a

escolha mais acertada.



88

5.11 Determinacdo da concentracdo relativa de aminoacidos da hemolinfa de fémeas de

L. longipalpis alimentadas e ndo alimentadas com sangue
Assim como descrito no item 4.8 da metodologia deste trabalho, realizamos dosagem
de aminoécidos livres na hemolinfa recuperada de fémeas de L. longipalpis alimentadas com
sacarose 15%, e com periodos pds-alimentacdo com sangue de 2 e 30 horas. Ressaltamos aqui
que a concentracao de aminoacidos medida nédo é propriamente a concentracdo de aminoacidos
da hemolinfa dos insetos, mas a concentracdo de aminoacidos da hemolinfa recuperada em
solugéo de IS, dado que, como evidenciado na metodologia, 0s insetos sdo abertos em uma

pequena gota de volume conhecido daquela solucéo.

Foi utilizada a hemolinfa extraida de 5 insetos, sendo os resultados normalizados para o
equivalente a hemolinfa de uma Unica fémea. Para todos os grupos foram realizadas cinco

réplicas.

Nossos resultados mostraram que ndo existe diferenca estatistica na concentracdo de
aminoéacidos livres na hemolinfa recuperada entre os insetos alimentados com sacarose 15% e
insetos com 2 horas pos-alimentacdo com sangue (Figura 20). Contudo a concentracdo de
aminoacidos na hemolinfa dos insetos 30 horas pos-alimentacdo com sangue €
significativamente maior quando comparada a concentracdo dos outros dois grupos (Figura
20).
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Figura 20 — Andlise da concentracdo de aminoacidos livres na hemolinfa recuperada de
fémeas de L. longipalpis. Grafico de dispersdo de pontos onde observa-se a concentracdo de
aminoacidos livres na hemolinfa recuperada de fémeas de L. longipalpis sob trés condic¢des: alimentadas
com sacarose 15% (em azul); alimentadas com sangue, sendo o periodo p6s-alimentacédo de 2 horas (em
vermelho); e alimentadas com sangue, com periodo p6s-alimentacéo de 30 horas (em vermelho). Para
cada um dos grupos foram realizadas cinco réplicas experimentais, sendo os valores obtidos a partir da
coleta de hemolinfa de um “pool” de 5 insetos. Os valores apresentados no grafico foram normalizados
para valores equivalentes a hemolinfa de um Unico inseto. Teste de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov com valores de p > 0.1. Teste estatistico One-Way ANOVA com teste Tukey de maltiplas

comparagdes. ns — ndo significativo p = 0.2931; *** - p = 0.0003; ** - p = 0.0042.

Vale destacar aqui que 0os aminodacidos livres provenientes da digestdo dos insetos tem
papel central no processo de ativagdo da via TOR (item 1.4 da introducdo). A ativacao dessa
via durante o processo de digestdo poderia entdo funcionar como uma ferramenta de

manutencdo de um estado fisioldgico que favorecesse a digestdo, no caso, um pH intestinal
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alcalino. Com o fim da digestdo e uma queda na concentragdo de aminodcidos livres na
hemolinfa dos insetos, o intestino voltaria ao seu estado natural, desligando os mecanismos de

alcalinizacdo intestinal e ativando aqueles relacionados com a manutencao de um pH acido.

Levando em consideracdo que a molécula que dispara os mecanismos de alcalinizacéo
retirada da hemolinfa de fémeas recém alimentadas com sangue é obtida de insetos com no
maximo 2 horas pos-alimentacdo, com nossos resultados, fica claro que ndo podemos atribuir
aos aminoacidos livres essa funcdo, pelo menos ndo a estes aminodcidos sozinhos.
Provavelmente eles participam em outros processos, atuando de forma conjunta com outras

moléculas, dado que sua concentracéo é crescente na hemolinfa ao longo do tempo.

Obtivemos outros resultados (ndo apresentados neste trabalho), onde, por meio de
metodologia especifica para obtencdo de peptideos intestinais, conseguimos observar que, 0s
peptideos obtidos a partir de intestinos de fémeas de L. longipalpis alimentadas somente com
sacarose 15%, tem potencial alcalinizador semelhante aquele encontrado para a hemolinfa das
fémeas recém alimentadas com sangue. Esse resultado reforca nossa hipotese de que o0s
aminoacidos provenientes de uma alimentacdo com sangue sozinhos ndo poderiam ser acusados

de ser a molécula alcalinizante por nés observada.

Ainda pensando na origem da molécula alcalinizante liberada da hemolinfa de fémeas
recém alimentadas com sangue, resolvemos estimular intestinos com um ionéforo de calcio, o
qual poderia estimular as células intestinais a liberar vesiculas contendo tal molécula uma vez
que a sinalizacdo por calcio costuma estar associada a degranulacdo de vesiculas de secrecdo.
O liquido sobrenadante obtido foi entdo testado sobre intestinos de fémeas de L. longipalpis
previamente alimentados com Sacarose 15% + Azul de Bromotimol 0,1%, apresentando pH

intestinal acido.

5.12 Influéncia do influxo de Ca*? na liberacdo de moléculas alcalinizantes presentes no
intestino médio de fémeas de L. longipalpis

Conforme descrito no item 4.14 da metodologia deste trabalho, este ensaio foi realizado

a partir da obtencdo do sobrenadante de intestinos estimulados com o iondforo de calcio

A23187 na concentracdo final de 10 pM. O sobrenadante recuperado foi aplicado sobre
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intestinos médios de fémeas de L. longipalpis que haviam se alimentado de solugdo contendo
Sacarose 15% + Azul de Bromotimol 0,1% dissolvidos em solugéo IS (foi aplicado 1 pL de
sobrenadante sobre cada intestino). Foram utilizados para o experimento somente aqueles

intestinos que apresentavam-se com pH < 6,0.

Ap0s aplicacdo do liquido sobrenadante, os intestinos foram observados por no maximo
10 minutos e qualquer alteracdo de cor sofrida por eles foi comparada com escala padréo para
o corante indicador. Além disso realizamos dois experimentos controle para esse ensaio. O
primeiro controle consistia na aplicacdo de sobrenadante obtido em tubo contendo intestinos
gue ndo foram estimulados com o ionoforo de célcio. Da mesma maneira que no ensaio teste,
0 sobrenadante foi posteriormente aplicado sobre intestinos dissecados apresentando pH < 6,0.
O segundo controle seguiu 0s mesmos passos do ensaio teste, porém, na solugdo onde os
intestinos foram coletados, acrescentamos EDTA na concentracdo final de 2 mM, de modo que,
apesar de o ionoforo estar presente, a acdo quelante de EDTA sobre calcio impediria a liberacédo

de vesiculas mediada por célcio.

Nossos resultados mostraram que houve diferenca significativa entre os valores de pH
intestinal observados antes e apds a aplicacdo do sobrenadante de intestinos estimulados com o
iono6foro de calcio (Figura 21). Nos grupos controle, tanto aquele sem ionéforo (Figura 22)
como aquele onde utilizamos EDTA (Figura 23) como agente quelante de célcio, nenhuma

resposta de alcalinizacdo foi observada.
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Figura 21 — Analise da proporcéo de intestinos de L. longipalpis que sofreram alteragéo de
pH apos aplicacdo de sobrenadante de intestinos estimulados com A23187. Gréfico de proporgdo
onde observa-se a alteracdo do pH intestinal de fémeas de L. longipalpis ap6s a aplicacdo de
sobrenadante de intestinos estimulados com o iondforo de calcio A23187 na concentracédo final de 10
MM (foi aplicado 1 pL de sobrenadante sobre cada intestino). Evidencia-se os valores de pH antes da
aplicacdo (em preto) e apés a aplicacdo do sobrenadante (em cinza). Foram considerados alcalinos 0s

intestinos que apresentassem cor indicativa de pH > 6,0. Teste de Fisher onde p < 0,9999.
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Figura 22 — Analise da proporcédo de intestinos de L. longipalpis que sofreram alteragao de
pH apds aplicagdo de sobrenadante de intestinos ndo estimulados com A23187. Gréafico de
proporcao onde observa-se auséncia de alteracdo do pH intestinal de fémeas de L. longipalpis apés a
aplicacdo de sobrenadante de intestinos que ndo foram estimulados com o iondforo de célcio A23187
(ao volume final contendo os intestinos foi somado 1 pL de solugdo IS (foi aplicado 1 pL de
sobrenadante sobre cada intestino). Evidencia-se os valores de pH antes da aplicagdo (em preto) e ap6s
a aplicacdo do sobrenadante (em cinza). Foram considerados alcalinos os intestinos que apresentassem

cor indicativa de pH > 6,0. Teste de Fisher onde p > 0,9999.
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Figura 23 — Analise da proporcéao de intestinos de L. longipalpis que sofreram alteragao de
pH apds aplicacdo de sobrenadante de intestinos estimulados com A23187 na presenca de EDTA
2 mM. Gréfico de proporgdo onde observa-se a auséncia de alteracdo do pH intestinal de fémeas de L.
longipalpis ap6s a aplicacdo de sobrenadante de intestinos estimulados com o iondforo de célcio A23187
na concentragdo final de 10 UM na presenca de EDTA a2 mM (foi aplicado 1 pL de sobrenadante sobre
cada intestino). Evidencia-se os valores de pH antes da aplicacdo (em preto) e apds a aplicacdo do
sobrenadante (em cinza). Foram considerados alcalinos os intestinos que apresentassem cor indicativa
de pH > 6,0. Teste de Fisher onde p > 0,9999.

Esse resultado somado aos outros resultados obtidos nesse trabalho, nos levam a pensar
que, os mecanismos de alcalinizacao intestinal atuam de forma conjunta, sendo o0 somatério de

suas respostas o que leva a alcalinizacgdo intestinal ao seu ponto maximo.

O fato de que a molécula alcalinizadora liberada na hemolinfa de fémeas de L.

longipalpis que se alimentaram de sangue, j& estar presente no intestino médio daqueles insetos
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antes mesmo de um repasto sanguineo, reforgou nossa hipétese inicial de que provavelmente
essa molécula teria uma funcdo hormonal, sendo armazenada em vesiculas intracelulares,
aguardando um estimulo para ser secretada. Outro ponto que reforgou essa hipdtese foi a
evidéncia de que a entrada de célcio nas células intestinais é o gatilho para liberacdo daquela
molécula (Figura 21), uma caracteristica tipica de sinalizacdo celular envolvida com a

liberag&o de horménios.

Dentre os horménios descritos para insetos, alguns ja sdo apontados como tendo relacéo
com metabolismo digestivo, dentre eles os peptideos semelhantes a insulina (ILPs) e a
serotonina. Diante disso, resolvemos testar a acdo dessas moléculas sobre o processo de

alcalinizacdo intestinal de fémeas de L. longipalpis.

5.13 Efeito da aplicacdo de insulina bovina e serotonina no pH intestinal de fémeas de L.
longipalpis
Conforme descrito no item 4.10 da metodologia deste trabalho, a fim de verificar a
resposta dos intestinos de fémeas de L. longipalpis a aplicacdo de insulina bovina sobre os
mesmos, fémeas de L. longipalpis foram alimentadas por 24 horas com solucdo contendo
Sacarose 15% + Azul de Bromotimol 0,1%. Passado o periodo de alimentag&o, os insetos foram
dissecados, sendo selecionados para o ensaio somente 0s intestinos que apresentaram pH < 6,0.
Sobre esses intestinos realizamos a aplicacdo de solucdo de insulina bovina, sendo observada
qualquer mudanca na coloracao dos intestinos, os quais foram comparados com escala padrao

para o corante indicador (Figura 8).

Nossos resultados mostraram que, todos os intestinos observados apresentaram resposta
de alcalinizagdo intestinal apds a aplicacdo sobre eles da solugdo contendo insulina bovina
(Figura 24). Diferentemente do observado para os intestinos que foram destinados ao grupo
controle, onde sobre os intestinos realizamos apenas a aplicacéo de solugéo IS (Figura 25).
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Figura 24 — Analise da proporcédo de intestinos de L. longipalpis que sofreram alteragao de
pH apos aplicacdo de insulina bovina. Gréafico de propor¢do onde observa-se a alteracdo do pH
intestinal de fémeas de L. longipalpis apés a aplicacao de 20 pL de solugdo contendo insulina bovina na
concentracdo de 0,1 mM. Evidencia-se os valores de pH antes da aplicagdo (em preto) e apds a aplicagdo
(em cinza). Foram considerados alcalinos os intestinos que apresentassem cor indicativa de pH > 6,0.

Teste de Fisher onde p > 0,9999.
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pH intestinal de L. longipalpis
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Figura 25 — Analise da proporcéo de intestinos de L. longipalpis que sofreram alteragéo de
pH apos aplicacdo de solucdo IS. Gréfico de proporgdo onde observa-se a alteragdo do pH intestinal
de fémeas de L. longipalpis apos a aplicagdo de 20 pL de solucdo IS. Evidencia-se os valores de pH
antes da aplicagdo (em preto) e apds a aplicagdo (em cinza). Foram considerados alcalinos os intestinos

gue apresentassem cor indicativa de pH > 6,0. Teste de Fisher onde p > 0,9999.

De maneira semelhante ao encontrado para o grupo controle deste ensaio, a aplicagéo
de solucdo contendo serotonina na concentracdo de 0,1 mM sobre os intestinos corados de
fémeas de L. longipalpis, ndo foi capaz de disparar o processo de alcalinizacdo intestinal
(Figura 26).

Em conjunto esses resultados reforcaram nossa hipdtese inicial de que grande era a
chance de que a molécula alcalinizadora liberada na hemolinfa de fémeas de L. longipalpis
recém alimentadas com sangue, e que ja se encontrava no interior de vesiculas das células

intestinais de fémeas antes da alimenta¢do com sangue, era um ILP (insulin-like peptide).



98

pH intestinal de L. longipalpis
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Figura 26 — Analise da proporcéo de intestinos de L. longipalpis que sofreram alteragao de
pH apos aplicacéo de solucao contendo serotonina. Grafico de propor¢do onde observa-se a alteragdo
do pH intestinal de fémeas de L. longipalpis apds a aplica¢do de 20 pL de solugdo contendo serotonina
na concentracdo de 0,1 mM. Evidencia-se os valores de pH antes da aplicacdo (em preto) e apos a
aplicagdo (em cinza). Foram considerados alcalinos os intestinos que apresentassem cor indicativa de
pH > 6,0. Teste de Fisher onde p > 0,9999.

A molécula de insulina bovina utilizada no experimento anterior apresenta peso
molecular de aproximadamente 5.700 Da, com essa informacdo em méaos decidimos realizar
uma analise de espectrometria de massa do sobrenadante recuperado de intestinos de fémeas de

L. longipalpis estimulados com ion6foro de célcio.
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5.14 A analise, por MALDI/TOF-MS, do sobrenadante de intestinos estimulados com
iondforo de célcio

Conforme descrito nos itens 4.14 e 4.15 da metodologia deste trabalho, em ensaio
semelhante ao descrito para o resultado de nimero 5.12, recuperamos 0 sobrenadante de
intestinos de fémeas de L. longipalpis que haviam sido estimulados com iondforo de célcio.
Esse sobrenadante, quando aplicado sobre intestinos acidos, fez com que estes disparassem o
mecanismo de alcalinizagdo intestinal (Figura 21), de maneira semelhante, a aplicacdo de
insulina bovina sobre intestinos &cidos, também levou a alcalinizacdo dos intestinos (Figura
24). Com esses resultados, resolvemos entdo, por meio de espectrometria de massa
(MALDI/TOF-MS), verificar o perfil peptidico de amostras provenientes da estimulacdo de
intestinos com iondforo de calcio. Como grupo controle para esse experimento, foi analisada a

amostra proveniente de intestinos tratados somente com solucdo IS (item 4.15).

Em uma anélise mais ampla, como a mostrada na figura 27, nossos resultados
mostraram um perfil semelhante de peptideos entre a amostra proveniente de intestinos
estimulados com iono6foro de célcio e a amostra proveniente de intestinos estimulados somente
com solucéo IS, o que fica evidenciado pela detec¢do semelhante de peptideos de mesmo valor
m/z. Vale destacar que, em uma faixa de varredura de 0 a 8.000 unidade de m/z, para as duas
amostras, as leituras indicam a presenca de peptideos com massa inferior a 6.000 m/z. Ainda
analisando o espectro obtido em varredura mais ampla, € possivel verificar a presenca de um
pico identificado somente na amostra proveniente de intestinos estimulados com iono6foro de
calcio (4.845,037 m/z).

Diante disso, em uma nova analise, agora concentrando as leituras em uma faixa m/z
mais estreita (4.000 a 6.000 m/z), foi possivel observar a presenca de dois peptideos
encontrados somente na amostra proveniente de intestinos estimulados com ionéforo de célcio.
Os sinais desses peptideos encontram-se destacados na figura 28, e apresentam valores de m/z
de 4.845,037 e 4.998,605.
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Figura 27 — Andlise do perfil peptidico de amostras provenientes do sobrenadante de
intestinos de L. longipalpis estimulados ou ndo com ionéforo de calcio (0 a 8.000). Grafico do perfil
peptidico obtido por MALDI/TOF-MS de amostras provenientes da estimulacdo de intestinos médios
de fémeas de L. longipalpis. O eixo X representa a intensidade de sinal obtido apds aplicacdo de laser
sobre as amostras. O eixo Y representa o espectro de varredura de massa/carga (m/z) analisada. Em
vermelho temos o resultado obtido para as amostras provenientes de estimulagdo com ion6foro de célcio;
em verde temos o resultado obtido para o grupo controle, onde a amostra é proveniente do sobrenadante

de intestinos estimulados somente com solugéo IS.
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Figura 28 — Analise do perfil peptidico de amostras provenientes do sobrenadante de
intestinos de L. longipalpis estimulados ou ndo com ionéforo de célcio (4.000 a 6.000). Gréfico do
perfil peptidico obtido por MALDI/TOF-MS de amostras provenientes da estimulacdo de intestinos
médios de fémeas de L. longipalpis. O eixo X representa a intensidade de sinal obtido apds aplicacdo de
laser sobre as amostras. O eixo Y representa o espectro de varredura de massa/carga (m/z) analisada.
Em vermelho temos o resultado obtido para as amostras provenientes de estimulagdo com ion6foro de
calcio; em verde temos o resultado obtido para o grupo controle, onde a amostra € proveniente do
sobrenadante de intestinos estimulados somente com solucdo IS. Destaque em amarelo para 0s picos

identificados na amostra proveniente de intestinos estimulados com ionéforo de célcio.

Em conjunto, os resultados apresentados nos itens 5.13 e 5.14, nos permitem inferir que
as moléculas alcalinizadoras liberadas na hemolinfa de fémeas recém alimentadas com sangue
sdo ILPs, os quais sdo liberados através de vesiculas por células enteroenddcrinas a partir do

influxo de célcio.

A fim de gerar mais resultados que pudessem reforcar ainda mais nossa hipdtese com
relacdo aos ILPs de fémeas de L. longipalpis, resolvemos realizar ensaios de expressdo génica
em fémeas de L. longipalpis alimentadas ou ndo com sangue, tendo como alvos genes

relacionados ao ILP3 (insulin-like peptide-3) e ao ILR (insulin-like receptor).

5.15 Andlise qualitativa da expressdo génica de de ILP e IRP no intestino médio de
fémeas de L. longipalpis
Conforme descrito nos itens 5.13 e 5.14, existem fortes evidéncias de que a insulina é a
molécula alcalinizadora liberada na hemolinfa de fémeas recém alimentadas com sangue. Caso
essa moléecula fosse realmente importante no processo de alcalinizagdo ou mesmo em outros
processos fisioldgicos de L. longipalpis, era de se esperar que esses insetos expressassem genes,
tanto das insulinas como de seus receptores. Diante disso, realizamos ensaios para verificar a
expressdo dos genes relacionados tanto ao ILP como ao ILR. Foram utilizados intestinos de
fémeas de L. longipalpis alimentadas somente com sacarose 15%, ou com tempo méximo de

duas horas pds-alimentagdo com sangue (item 4.11 da metodologia).
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Nossos resultados mostraram que no intestino médio, tanto de fémeas que se alimentam
somente de sacarose 15%, como de fémeas recém alimentas com sangue, ha expressdo dos dois
genes alvos analisados, o primeiro relacionado a expresséo de ILP e o segundo relacionado a
expressao de ILR (Figura 29). Em conjunto esses resultados nos mostram que o intestino médio
de fémeas de L. longipalpis produz peptideos relacionados a insulina, além de expressarem

receptores que 0s tornam sensiveis e responsivos aquele peptideo.

Figura 29 — Eletroforese em gel de agarose. Eletroforese em gel de agarose 2%, corado com
Brometo de etidio e revelado sob luz UV. Na imagem observam-se os trés genes alvo escolhidos para
analise, sendo eles: GAPDH, gene constitutivo utilizado como normalizador; ILP, gene referente ao
Insulin-like peptide; e o gene ILR, referente ao Insulin-like receptor. Para cada gene foram analisadas
duas amostras: S/S — Intestino médio de fémeas de L. longipalpis que se alimentaram somente de
sacarose 15%; C/S — Intestino médio de fémeas de L.longipalpis que se alimentaram de sangue. Como

referéncia do tamnho dos amplicons foi utilizado marcador de padrdo molecular de 100 pb.
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Visando ampliar ainda mais nosso entendimento com relacdo a atuacdo de peptideos
semelhantes a insulina no intestino médio de fémeas de L. longipalpis, realizamos também

ensaios quantitativos de expressao.

5.16 Andlise quantitativa da expressdo génica de ILR no intestino médio de fémeas de L.
longipalpis
Uma vez que a molécula alcalinizadora esté presente na hemolinfa somente das fémeas
que acabaram de se alimentar com sangue, pensamos que, muito provavelmente essas mesmas
fémeas deveriam tornar seu intestino mais sensivel a essa molécula, de modo a responder de
maneira mais eficiente ao estimulo. Com muitas evidéncias de que peptideos semelhante a
insulina poderiam ser a molécula envolvida no disparo de alcalinizagdo intestinal,
acreditdvamos que, logo apds a alimentacdo com sangue, as células intestinais deveriam

aumentar a expressao dos receptores sensiveis a insulina.

Contudo, nossos resultados mostraram que, apesar de observa-se um aumento na
expressao do gene relacionado aos receptores entre as fémeas de L. longipalpis recém
alimentadas com sangue, o0 mesmo ndo é significativo quando comparado a expressdo dos
receptores no intestino médio das fémeas de L. longipalpis que se alimentaram somente de
solucéo de sacarose 15% (Figura 30).
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Figura 30 - RT-gPCR de ILR do intestino médio de fémeas de L. longipalpis. RT-gPCR do
gene ILR de fémeas de L. longipalpis submetidas a dois tratamentos: S/S — fémeas alimentadas somente
com solucdo de sacarose 15%; C/S — fémeas recém alimentadas com sangue (duas horas como tempo
méaximo pos-alimentagdo). Cada grupo é composto por réplicas experimentais (S/S — 4; C/S -5) onde
cada réplica representa um “pool” de 20 intestinos. As analises dos resultados de amplificacdo foram
realizadas utilizando o método 2- AACt, sendo o gene GAPDH escolhido como normalizador. Teste t-

student ndo pareado com valor de p = 0.1860.

Até agora observamos que PEG 8.000 (e outros compostos sintéticos) é capaz de
estimular a alcalinizacdo intestinal por meio de um mecanismo de choque osmaotico entre 0
contetdo intestinal e os enterdcitos; observamos também que a alcalinizacdo provocada por
PEG 8.000 nao faz com que moléculas alcalinizantes sejam liberadas na hemolinfa dos insetos
que se alimentaram; que a ativagdo eficiente do mecanismo de alcalinizagdo intestinal é
dependente da atuacéo de aquaporinas; e mostramos que, apesar de nao serem liberadas durante
a alimentacdo com PEG 8.000, essas moléculas alcalizadoras (Insulin-like peptides) ja estdo
presentes nos intestinos dos insetos antes mesmo da alimentacdo com sangue, sendo na

hemolinfa liberadas a partir de uma sinalizacdo celular de célcio. Mostramos também que a
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expressdo dos receptores envolvidos no reconhecimento dos peptideos semelhantes a insulina,
ndo sofre variagao significativa quando comparamos fémeas alimentadas somente com sacarose

15% e fémeas recém alimentadas com sangue.

Diante dos resultados obtidos até 0 momento, ficou claro para nds que, 0s mecanismos
de alcalinizacéo intestinal disparados por uma alimentacdo com PEG 8.000 seguem uma via de
sinalizacdo intracelular, que, pelo menos em algumas partes (principalmente nas iniciais),
seguem um caminho diferente do que haviamos observado para uma alimentacdo com proteinas
ou sangue (NEPOMUCENO et al., 2022a, 2022b; SANTOS et al., 2008, 2011) (Figura 31 e
32).
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Figura 31- Esquema ilustrativo dos mecanismos de alcalinizagéo intestinal. llustracdo dos
passos até agora aqui demonstrados para 0s mecanismos de alcaliniza¢do envolvendo a alimentacdo com
PEG 8.000 (e outras moléculas sintéticas), e a atuacdo de aquaporinas, que em conjunto levam a um
desbalango osmético, além da participacdo do influxo de célcio na liberagdo na hemolinfa dos insetos

de vesiculas contendo moléculas alcalinizantes, identificadas como ILPs, as quais sdo reconhecidas por
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ILRs. Tanto o desbalan¢co osmético como a acdo de ILPs levam a um aumento do pH intestinal.
Destacam-se também a presenca de transportadores de ions, os quais, apesar de ainda ndo identificados,
mostraram sua importancia nos experimentos onde a alcalinizacdo foi potencializada em insetos que se

alimentaram de solucdo contendo IS.
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Figura 32 — Esquema ilustrativo das vias de alcalinizacdo intestinal de L. longipalpis.
Esquema ilustrativo com as vias de alcalinizagdo intestinal descritas por Santos, 2014 e por

Nepomuceno, 2019.

Com isso resolvemos analisar as etapas de sinalizacdo intracelular dos mecanismos de
alcalinizacdo disparados pelo desbalanco osmdtico (aqui representado pela alimentacdo dos
insetos com PEG 8.000). Isso foi realizado a partir da alimentagdo de fémeas de L. longipalpis
com diferentes inibidores e segundos mensageiros ja bem conhecidos. O primeiro inibidor

escolhido foi a rapamicina, inibidor este que atua na via de sinalizagéo celular TOR (item 1.4).
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5.17 Efeito da alimentacdo com rapamicina na alcalinizagéo intestinal disparada por PEG
8.000
Assim como descrito no item 4.9 da metodologia desse trabalho, realizamos a
alimentacdo de fémeas L. longipalpis com solucdo contendo Sacarose 15% + Azul de
Bromotimol 0,1% + PEG 8.000 10 mM e Rapamicina na concentracdo final de 20 pM, tudo
dissolvido em solugdo IS. Apds alimentacdo, os intestinos foram dissecados e observados em

lupa estereoscdpica e sua cor comparada com escala padréo para o corante indicador.

Nossos resultados mostraram que, na alimentacdo com Rapamicina a 20 UM, as fémeas
de L. longipalpis perdem sua capacidade de alcalinizar o intestino. Em uma andlise de
proporcéo fica claro que todos os intestinos de fémeas que se alimentaram com Rapamicina
perdem totalmente sua capacidade de alcalinizarem apds a ingestdo de PEG 8.000 (Figura 33).
Vale destacar que todos 0s insetos utilizados como controle (ou seja, que se alimentaram de
PEG 8.000 na auséncia de Rapamicina), apresentaram pH intestinal com valores > 7,0. Com
isso confirmamos que, no processo de alcalinizagdo intestinal disparado pela alimentacdo com

PEG 8.000, ha participacdo da via TOR de sinalizacdo celular.
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Figura 33 — Anélise da proporc¢do de intestinos de L. longipalpis fémeas que sofreram

alteracéo de pH quando alimentadas com Rapamicina a 20 uM. Gréfico de proporg¢do onde observa-
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se a alteracdo do pH intestinal de fémeas de L. longipalpis apds alimentacdo com solucdo contendo
Sacarose 15% + Azul de Bromotimol 0,1% + PEG 8.000 10 mM + Rapamicina 20 pM (Grupo
Rapamicina). Como grupo controle temos o pH indicado pelo intestino de fémeas alimentadas com
solugdo de Sacarose 15% + Azul de Bromotimol 0,1% + PEG 8.000 10 mM. Os intestinos foram
dissecados e sua cor comparada com escala padrdo para o corante indicador. Teste de proporcéo de
Fisher. **** - p < 0,0001.

Com base em resultados anteriores do nosso grupo, j& haviamos incriminado a via TOR
como sendo um ponto crucial no processo de alcalinizagéo intestinal (NEPOMUCENO, 2019)
(Figura 32), diante do fato de PEG 8.000 iniciar a alcalinizacdo intestinal de uma forma
diferente daquela realizada pela hemolinfa ap6s a alimentacdo com sangue (dado o fato de nédo
encontrarmos agédo de ILPs na hemolinfa dos insetos alimentados com PEG 8.000), passamos
entdo a procurar por transportadores e segundos mensageiros que poderiam atuar durante o
processo de alcalinizacdo disparado pela alimentacdo com PEG 8.000, buscando dessa forma
uma maneira de elucidar se a via de alcalinizacao, ap0s a ativacdo do sistema TOR (Figura 34),
€ a mesma via envolvida na alcalinizacdo promovida por outros estimulos como a ingestao de
sangue. Realizamos entdo ensaios de alimentacdo com diferentes inibidores, sendo os primeiros

deles focados na inibicdo dos transportadores HCO37/ClI".
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Figura 34 — Esquema ilustrativo das vias de sinalizac¢éo intracelular relacionadas com a

ativacdo dos mecanismos de alcalinizagéo intestinal com destaque para a via TOR. llustracdo das
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vias de sinalizag&o intracelular ativadas a partir da alimentagdo com PEG 8.000. Destaca-se a descoberta
de que a alcalinizacdo induzida por PEG 8.000 ativa de uma maneira ainda desconhecida a via TOR,
levando a alcalinizacdo intestinal.

5.18 Efeito da alimentacdo com DIDS, NPPB e H89 no processo de alcalinizagdo
intestinal disparado por PEG 8.000
Conforme descrito no item 4.9 da metodologia deste trabalho, os ensaios para
determinar a participagéo dos transportadores de HCO3/Cl™ no processo de alcalinizagéo, foram
realizamos por meio de alimentacdo de fémeas de L. longipalpis com Sacarose 15%, Azul de
Bromotimol 0,1%, PEG 8.000 10 mM com os inibidores DIDS 0,1 mM ou NPPB 0,1 mM,

ambos inibidores seletivos dos transportadores HCO37/ClI".

Nossos resultados mostraram que tanto o inibidor DIDS quanto o NPPB foram
eficientes em inibir a alcalinizacdo intestinal de fémeas de L. longipalpis, ambos apresentaram
inibicdo significativa quanto comparados com o grupo controle (Tabela 2). Esses resultados
mostraram que de fato a potencializacdo da alcalinizacdo no intestino de fémeas de L.

longipalpis passa pela acdo dos transportadores que fazem o antiporte HCO3/Cl (Figura 35).

Tabela 2 - Valores de pH intestinal de insetos alimentados com DIDS/NPPB

Faixa de pH
Tratamento Insetos Valor de p
pH<7,0 pH=27,0

Sacarose 15% + Azul de
Bromotimol 0,1% + PEG Fémeas 0 10 -
8.000 10 mM (Controle)

Sacarose 15% + Azul de
Bromotimol 0,1% + PEG

8.000 10 mM + DIDS 0,1 Fémeas 13 23 0,0006
mM
Sacarose 15% + Azul de
1 0
Bromotimol 0,1% + PEG Eameas 16 24 0,0202

8.000 10 mM + NPPB 0,1
mM
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Determinacéo do pH intestinal de fémeas de L. longipalpis alimentados com os inibidores DIDS e
NPPB. Tabela de analise do pH intestinal de L. longipalpis alimentados com solugéo contendo: Sacarose
15%, Azul de Bromotimol 0,1%, PEG 8.000 10 mM e DIDS 0,1 mM ou NPPB 0,1 mM (Grupo
Rapamicina). Como controle foram utilizados os dados obtidos a partir da alimentagdo das fémeas de
L. longipalpis somente com Sacarose 15%, Azul de Bromotimol 0,1% e PEG 8.000 10 mM (Grupo
Controle). Foram realizados testes de propor¢édo de Fisher dos grupos DIDS e NPPB com relagdo com
grupo controle. Foram considerados significativos os valores de p < 0,05.
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Figura 35 — Esquema ilustrativo das vias de sinalizagédo intracelular relacionadas com a
ativacdo dos mecanismos de alcalinizacéo intestinal com destaque para o transportador HCOs
/CI'. llustracdo das vias de sinalizacéo intracelular ativadas a partir da alimentacdo de fémeas de L.
longipalpis com PEG 8.000. Destaca-se a descoberta de que a alcalinizagéo induzida por PEG 8.000

(desbalango osmotico) é dependente da ativacdo dos transportadores de HCOs7/ClI', levando ao processo
de alcalinizag&o intestinal.
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Realizamos também ensaio de alimenta¢do com o inibidor H89, este, diferente do que
acontece para 0s outros, atua inibindo a fosforilagao dos transportadores de HCO3/Cl', atuando
diretamente na enzima PKA — “Protein Kinase A” (PKA ¢ a fosforilase que ativa o antiporte
HCO3/CI"). Conforme descrito no item 4.9 da metodologia deste trabalho, a alimentagdo dos
insetos com o inibidor foi realizada em alimentador artificial com solugdo contendo Sacarose
15% + Azul de Bromotimol 0,1% + PEG 8.000 10 mM e H89 10 puM.

Nossos resultados mostraram que, assim como esperado, H89 mostrou capacidade de
inibir a alcalinizagdo intestinal de fémeas de L. longipalpis alimentadas com PEG 8.000
(Tabela 3).

Tabela 3 - Valores de pH intestinal de fémeas de L. longipalpis alimentados H89

Faixa de pH
Tratamento Grupo Valor de p
pH<7,0 pH=>7,0

Sacarose 15% + Azul de Bromotimol

0.1% + PEG 8.000 10 mM (Controle) ~ controle 0 10 -

Sacarose 15% + Azul de Bromotimol

0,1% + PEG 8.000 10 mM + H89 10 uM ~ 11° 15 5 p=0.0002

Determinacédo do pH intestinal de fémeas de L. longipalpis alimentadas com o inibidor H89. Tabela
de anélise do pH intestinal de L. longipalpis alimentados com solucdo contendo: Sacarose 15%, Azul
de Bromotimol 0,1%, PEG 8.000 10 mM e H89 10 pM (Grupo H89). Como controle foram utilizados
os dados obtidos a partir da alimentacdo de fémeas de L. longipalpis somente com Sacarose 15%, Azul
de Bromotimol 0,1% e PEG 8.000 10 mM (Grupo Controle). Foram realizados testes de proporcao de
Fisher para o grupo H89 com relagdo com grupo controle. Foram considerados significativos os valores
de p <0,05.
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Esse resultado reforca o resultado mostrado anteriormente, onde DIDS e NPPB também

mostraram a capacidade de inibi¢do do processo de alcalinizagdo. Além disso podemos notar

que a alimentacdo com H89 mostrou maior poder de inibicdo, o que pode ser explicado, pelo

menos em parte, pelo fato dessa molécula atuar diretamente no bloqueio a fosforilacdo dos

transportadores de HCOgz/ClI".
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Figura 36 — Esquema ilustrativo das vias de sinalizagdo intracelular relacionadas com a

ativagdo dos mecanismos de alcalinizacdo intestinal com destaque para a participacdo de PKA.

llustracdo das vias de sinalizagdo intracelular ativadas a partir da alimentacdo com PEG 8.000. Destaca-
se a descoberta de que a alcalinizac¢do induzida por PEG 8.000 passa pela participacdo de PKA, que

fosforila os transportadores de HCOs/ClI', levando ao processo de alcalinizacdo intestinal.

Uma vez determinada a participacdo central dos transportadores de HCO3/Cl™ no

processo de alcalinizagdo, passamos a buscar por alvos que estivessem localizados de modo
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“upstream” nessa via de sinalizagdo. Decidimos ent&o realizar experimentos que buscassem

identificar a participacdo de CAMP nesse processo.

A molécula de cCAMP é um importante segundo mensageiro de vias de sinalizacdo, por
isso a escolha mais logica seria entender o papel dessa molécula nos processos de alcalinizacéo
intestinal. Com base em resultados anteriores do nosso grupo de pesquisa, j& sabiamos que
CAMP estd envolvido no processo de alcalinizacdo disparado pela ingestdo de proteinas e
atuaria nos transportadores de HCOs/Cl, por isso realizamos ensaios onde um analogo
permeavel de CAMP foi oferecido a insetos que haviam se alimentado de inibidores do processo
de alcalinizagdo, como, por exemplo, Rapamicina (assim como demonstrado no item 5.17).

5.19 Avaliacdo da capacidade de reversdo do bloqueio de alcalinizacao intestinal através

da alimentacdo com cAMP-analogo
Como demonstrado anteriormente, a alimentagdo de fémeas de L. longipalpis com
Rapamicina foi capaz de bloquear a alcalinizacéo intestinal. Esse blogueio tem relagéo direta
com a inibicdo de uma importante via de sinalizacdo celular, a via TOR. Partindo das
observacBes obtidas por Nepomuceno, 2019, onde ficou evidenciada por meio de outras
metodologias a participagdo de CAMP no processo de alcalinizagdo intestinal, resolvemos testar
se a suplementacdo com cAMP de uma alimentacdo contendo Rapamicina, seria capaz de

reverter a inibi¢do de alcalinizacdo provocada por esta Ultima.

Para isso, conforme descrito no item 4.9, os insetos foram alimentados com solucao
contendo Sacarose 15% + Azul de Bromotimol 0,1% + PEG 8.000 10 mM + Rapamicina 20
UM + cAMP 2,8 mM, todos dissolvidos em IS. Como grupo controle para esse ensaio,
realizamos separadamente a alimentacéo de fémeas de L. longipalpis com Sacarose 15% + Azul
de Bromotimol 0,1% + PEG 8.000 10 mM + Rapamicina 20 M, também com todos dissolvidos

em IS.

Nossos resultados mostraram que CAMP é capaz de reverter a inibigdo do processo de
alcalinizacdo intestinal ocasionada pela alimentacdo com Rapamicina (Figura 37). Tal

resultado nos mostrou que a agdo de cAMP se coloca “downstream” a mTOR, ou seja, abaixo
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dos estimulos iniciais que ativam a via TOR, nos dando indicios de que TOR controla a
Adenilato Ciclase (enzima que transforma ATP em cAMP).

pH Intestinal de L. Jongipalpis

Influéncia de cAMP no processo de alcalinizacao

LS 3

30
Hm PEG 8.000 + RAPAMICINA
1 = PEG 8.000 + RAPAMICINA + cAMP
§_ 20
:
-"'5' .
2 10-
=
0 1
1 1
pH < 6,0 pH = 6,0
Faixas de pH

Figura 37 — Andlise da proporcao de reversdo do processo inibitério de alcalinizagéo
ocasionado por Rapamicina frente suplementacdo com cAMP. Grafico de propor¢do onde observa-
se a alteracdo do pH intestinal de fémeas de L. longipalpis apds alimentacdo com solucéo contendo
Sacarose 15% + Azul de Bromotimol 0,1% + PEG 8.000 10 mM + Rapamicina 20 uM + cAMP 2,8 mM
(Grupo Rapamicina + cAMP). Como grupo controle temos fémeas alimentadas com solucdo de
Sacarose 15% + Azul de Bromotimol 0,1% + PEG 8.000 10 mM + Rapamicina 20 pM (Grupo
Rapamicina). Os intestinos foram dissecados e sua cor comparada com escala padréo para o corante

indicador. Teste de propor¢éo de Fisher. **** - p < 0,0001.

De forma complementar, realizamos ensaios para verificar se o blogueio da Adenilato
ciclase por DDA, seria capaz de inibir o processo de alcalinizacdo intestinal disparado pela

alimentagdo com PEG 8.000.



116

Para isso, conforme descrito no item 4.9 da metodologia deste trabalho, realizamos
alimentacdo de fémeas de L. longipalpis com solugéo contendo Sacarose 15% + Azul de
Bromotimol 0,1% + PEG 8.000 10 mM + DDA 2 mM.

Nossos resultados mostraram que as fémeas de L. longipalpis alimentadas com solucéo
contendo DDA a 2 mM, perdem significativamente a capacidade de alcaliniza¢do diante de uma
alimentacdo contendo PEG 8.000 (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores de pH intestinal de insetos alimentados com DDA

Faixa de pH

Tratamento Insetos Valor de p
pH<7,0 pH > 7,0

Sacarose 15% + Azul de
Bromotimol 0,1% + PEG Fémeas 0 10 -
8.000 10 mM (Controle)

Sacarose 15% + Azul de
Bromotimol 0,1% + PEG
8.000 10 mM + DDA 2 mM
(DDA)

Fémeas 14 8 0,0013

Determinacdo do pH intestinal de fémeas de L. longipalpis alimentados com DDA. Tabela de analise
do pH intestinal de fémeas de L. longipalpis alimentados com solucéo contendo: Sacarose 15%, Azul
de Bromotimol 0,1%, PEG 8.000 10 mM e DDA 2 mM (Grupo DDA). Como controle foram utilizados
os dados obtidos a partir da alimentagdo de fémeas de L. longipalpis somente com Sacarose 15%, Azul
de Bromotimol 0,1% e PEG 8.000 10 mM (Grupo Controle). Foram realizados testes de proporcao de
Fisher para o grupo DDA com relacdo ao grupo controle. Foram considerados significativos os valores
de p <0,05.

Esse resultado confirma aquele apresentado na Figura 37, onde mostramos que a

presenca de CAMP reverte uma inibi¢cdo por nos provocada no processo de alcalinizagéo,
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mostrando assim, de duas formas diferentes, que a presenca de CAMP é essencial para a
efetividade e eficiéncia do processo de alcalinizagdo intestinal em fémeas de L. longipalpis.

Resolvemos entdo realizar mais um ensaio de confirmacao sobre a participacdo da via
TOR nos mecanismos de alcalinizago intestinal. Para isso realizamos a alimentacgéo de fémeas
de L. longipalpis com o carboidrato galactosamina, o qual, em estudos anteriores do nosso
grupo de pesquisa, se mostrou um inibidor da via TOR, afetando a sintese de enzimas intestinais
durante o processo de digestdo de sangue (SILVA FERNANDES et al., 2020).
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Figura 38 — Esquema ilustrativo das vias de sinalizacéo intracelular relacionadas com a
ativacdo dos mecanismos de alcalinizagdo intestinal com destaque para a participagdo da Adenilil
Ciclase e de cAMP. llustragéo das vias de sinalizacéo intracelular ativadas a partir da alimentac&do com
PEG 8.000. Destaca-se a descoberta de que a alcalinizacdo induzida por PEG 8.000 passa pela

participacdo da enzima adenilil ciclase e de cAMP.
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5.20 Efeito da alimentacdo com Galactosamina no processo de alcalinizacéo intestinal
disparado pela alimentacdo com PEG 8.000
Conforme descrito no item 4.9 da metodologia deste trabalho, realizamos alimentacao
de fémeas de L. longipalpis com solucdo contendo Sacarose 15% + Azul de Bromotimol 0,1%
+ PEG 8.000 10 mM + Galactosamina 30 mM, todos dissolvidos em solugéo 1S, como grupo
controle foram utilizados insetos que se alimentaram de Sacarose 15% + Azul de Bromotimol
0,1% + PEG 8.000 10 mM, também dissolvidos em IS. Os insetos, ap6s o periodo de
alimentacdo, foram dissecados e a cor adquirida pelo intestino médio comparada com escala

padrdo para o corante indicador.

Nossos resultados mostraram que, assim como aconteceu para os insetos alimentados
com Rapamicina, as fémeas de L. longipalpis alimentados com Galactosamina a 30 mM tiveram
blogueio significativo do processo de alcalinizacdo intestinal (Tabela 5). Este resultado
confirma mais uma vez nossa hipdtese de que a via TOR tem papel central nos processos

envolvendo a alcalinizago intestinal em L. longipalpis.

Conforme demonstrado nos resultados anteriores, ficou claro que o processo de
alcalinizagdo intestinal disparado pelo desbalanco osmotico entre Iimen e enterdcitos no
intestino médio de fémeas de L. longipalpis passa pela ativacdo da via TOR. Como TOR atua
também na sintese de enzimas intestinais envolvidas no processo de digestao de L. longipalpis,
nos perguntamos se a alimentacdo de fémeas com PEG 8.000 a 10 mM, afetaria de alguma
maneira a atividade de tripsina no intestino médio daqueles insetos. Diante disso resolvemos
realizar ensaio de atividade enzimatica para tripsina no intestino médio de fémeas de L.

longipalpis que haviam se alimentado de solugdo contendo PEG 8.000.
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Tabela 5 - Valores de pH intestinal de insetos alimentados com Galactosamina

Faixa de pH

Tratamento Insetos Valor de p
pH<7,0 pH>7,0

Sacarose 15% + Azul de Bromotimol

0,1% + PEG 8.000 10 mM (Controle) Femeas 0 10 -
Sacarose 15% + Azul de Bromotimol
0,
0,1% + PEG 8.000 10 mM + —_— " L p<0oool

Galactosamina 30 mM
(Galactosamina)

Determinacédo do pH intestinal de fémeas de L. longipalpis alimentados com Galactosamina.
Tabela de andlise do pH intestinal de fémeas de L. longipalpis alimentados com solucdo contendo:
Sacarose 15%, Azul de Bromotimol 0,1%, PEG 8.000 10 mM e Galactosamina 30 mM (Grupo
Galactosamina). Como controle foram utilizados os dados obtidos a partir da alimentacéo de fémeas
de L. longipalpis somente com Sacarose 15%, Azul de Bromotimol 0,1% e PEG 8.000 10 mM (Grupo
Controle). Foram realizados testes de propor¢do de Fisher para o grupo Galactosamina com relacdo

com grupo Controle. Foram considerados significativos os valores de p < 0,05.

5.21 Avalicdo da atividade tripsinolitica em intestinos de fémeas de L. longipalpis
alimentadas com PEG 8.000
Dado que a alimentagdo com PEG 8.000 ativa o mecanismo de alcalinizacdo de L.
longipalpis, e que este mecanismo é afetado pela inibicdo da via TOR (envolvido com a sintese
de proteases intestinais), resolvemos realizar ensaio enzimatico para verificar se de alguma

maneira, a alimentacdo com PEG 8.000 é capaz de estimular a atividade de enzimas intestinais,
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mais especificamente, de tripsinas. Para isso, realizamos 0s ensaios conforme descrito no item

4.13 da metodologia deste trabalho.

Nossos resultados mostraram que a alimentacdo com PEG 8.000 a 10 mM é capaz de
aumentar a atividade de tripsinas no intestino médio de fémeas de L. longipalpis (Figura 39).
Este resultado mostra mais uma vez que ocorre a ativacdo da via TOR durante o processo de
alimentacdo com PEG 8.000, reforcando a ideia de que a alcalinizacdo observada a partir de

um desbalan¢o osmético passa também pela ativacéo daquela via.
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Figura 39 — Atividade de Tripsina no intestino médio de fémeas de L. longipalpis. Atividade
tripsinolitica no intestino médio de fémeas de L. longipalpis submetidas a dois tipos de alimentacéo:
Sacarose 15% + Azul de Bromotimol 0,1% (em azul); e Sacarose 15% + Azul de Bromotimol 0,1% +
PEG 8.000 10 mM (em vermelho). Atividade expressa em mDO/minuto/intestino. Teste t-student onde
p = 0,0301.
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Figura 40 — Esquema ilustrativo evidenciando a descoberta de novos passos de sinalizagédo
nos mecanismos de alcalinizacdo intestinal de L. longipalpis. Vias de sinalizagdo intracelulares onde
observa-se 0s caminhos através dos quais L. longipalpis alcaliniza seu intestino médio. Em preto temos
as vias de sinalizacdo anteriormente descritas por Santos, 2010 e Nepomuceno, 2019. Em vermelho,
temos as vias de sinalizagdo e seus efetores descobertos neste trabalho. Evidencia-se a diferenga de
osmolaridade entre enterdcitos e Ilimen que provoca um choque osmético capaz de ativar a via TOR. O
sistema TOR por sua vez ativa a enzima adenilato ciclase, provocando o aumento de cAMP
citoplasmatico que leva a ativacdo da quinase PKA, responsavel pela fosforilacdo e ativacdo dos
transportadores de HCO3/Cl. Apesar do choque osmético ndo provocar a liberagdo de moléculas
alcalinizantes pelas células enddcrinas, evidencia-se aqui que as mesmas podem ser estimuladas a
secretar tais moléculas a partir de um influxo de Ca*2. Aqui destacamos também o papel das aquaporinas
no processo de alcalinizacdo intestinal, bem como a participacdo de Insulin-like peptides (ILPs) e dos

Insulin-like receptors (ILRS).
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6. DISCUSSAO

Nosso grupo de pesquisa possui ampla experiéncia no estudo da fisiologia digestiva de
insetos hematdfagos, com destaque para fémeas de L. longipalpis (GONTIJO et al., 1998;
NEPOMUCENO et al., 2020, 2022b, 2022a; SANTOS et al., 2008, 2011). Dentre os principais
componentes envolvidos no processo digestivo, o pH intestinal chama grande atencao, uma vez
que grande parte dos processos celulares dependem de um ambiente favoravel para que possam
ocorrer (CASEY; GRINSTEIN; ORLOWSKI, 2010; DEMAUREX, 2002; KURKDJIAN;
GUERN, 1989; TERRA; FERREIRA; SILVA, 2023). Sabemos que fémeas de L. longipalpis
possuem um pH intestinal cido (pH < 6,0), o qual é mantido nesse valor de forma ativa, através
da acdo de bombas eletrogénicas (V-ATPases) (NEPOMUCENO et al., 2017b; SANTOS et al.,
2008). O valor de pH intestinal 4cido encontrado nesses insetos coincide com o valor 6timo de
atividade de uma das principais enzimas envolvidas na digestao de carboidratos entre 0s insetos,
as alfa-glicosidases (GONTIJO et al., 1998; MALTA, 2021). Portanto, o pH intestinal acido €
encontrado nas fémeas de L. longipalpis justamente no periodo em que essas fémeas estdo se
alimentando de agucares. Como destacado anteriormente, as fémeas necessitam de uma
alimentacdo com sangue para maturacdo de seus ovocitos possa ocorrer de forma efetiva
(ADAMS, 1999). Essa mudanca no padrdo alimentar coincide também com uma mudanca no
valor de pH intestinal, o qual, nas primeiras horas ap6s a alimenta¢do com sangue, nas fémeas
de L. longipalpis, atinge valores proximos a 8,15 (GONTIJO et al., 1998; SANTOS et al., 2008,
2011, 2014). Vale destacar que nosso grupo de pesquisa descreveu as mesmas mudancas de pH
intestinal para fémeas de A. aegypti e fémeas de Culex quinquefasciatus (Say, 1823)
(NEPOMUCENGO et al., 2017a; SAAB, 2023).

Até o momento, trés eram os principais mecanismos descritos relacionados com o
processo de alcalinizacdo intestinal (todos descritos em fémeas de L. longipalpis)
(NEPOMUCENO et al., 2020; SANTOS et al., 2008, 2011), sendo eles: a volatiliza¢do de CO>
durante o processo de alimentacdo do inseto. Provavelmente, a movimentagéo do sangue pelas
pecas bucais do inseto permite uma perda de CO>. Esta saida de CO; leva ao consumo de H*
(CO2 + H20 <> H2CO3 «» HCO3™ + H™), com isso 0 sangue ja chega ao intestino do inseto com
um valor de pH acima do encontrado no proprio hospedeiro; o segundo mecanismo tem relagao

direta com o desligamento das V-ATPases e com a ativacdo de transportadores de HCOz3'; 0
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terceiro mecanismo consiste em um sistema de transporte do tipo simporte, em que certos
aminoacidos sdo transportados conjuntamente com ions H* do lumen intestinal para o
citoplasma dos enterocitos (sistema PAT), o que resulta na alcalinizacdo do lumen intestinal e
acidificacdo do citoplasma dos enterécitos (NEPOMUCENO et al.,, 2020) (item 1.2 da
introducao deste trabalho).

Brevemente, retomando a contextualizacdo j& exposta no inicio dos resultados
apresentados neste trabalho, partindo da ampla experiéncia no nosso grupo de pesquisa nos
processos envolvendo pH intestinal de insetos hematdfagos, a hipdtese inicial do presente
trabalho partiu da observacdo de que fémeas de L. longipalpis alcalinizavam seu intestino
guando alimentadas com moléculas de origem proteica, independentemente de sua natureza
(SANTOS, 2010). Como, mesmo em insetos hemat6fagos que nunca se alimentaram de sangue,
existe uma pequena atividade proteolitica, basicamente atividade tripsinolitica (TELLERIA et
al., 2007), pensamos que faria sentido bioldgico que padrées moleculares fossem o gatilho
inicial para o processo de alcalinizacdo, esse padrdao molecular seria composto basicamente por
peptideos gerados pela atividade proteolitica inicial do intestino médio de insetos hemat6fagos.
Como ficou demonstrado que qualquer proteina é capaz de disparar 0 mecanismo de
alcalinizacdo intestinal, e tendo em mente que, por exemplo, as tripsinas sempre clivam
proteinas em residuos de arginina ou lisina, os produtos de clivagem gerados a partir daquela
atividade tripsinolitica poderiam ser reconhecidos por receptores que identificassem a
extremidade carboxila de residuos de lisina e arginina, dando inicio aos eventos responsaveis

pela alcalinizacéo.

Contudo, esta hipdtese ndo se mostrou verdadeira. Em varios ensaios testamos sobre
intestinos de fémeas de L. longipalpis, tanto abertos quanto fechados, produtos de digestdo
tripsinolitica de diferentes tipos de proteinas, porém nenhuma resposta de alcalinizacdo foi
observada (dados ndo apresentados). Vale destacar também que os produtos de digestdo foram
gerados tanto a partir da digestdo por tripsina comercial, como pela acdo proteolitica do
conteddo intestinal das fémeas de L. longipalpis.

Durante o processo de alimentagédo de alguns insetos hematofagos, quando estes ainda

se encontram sobre os hospedeiros, um evento que chama bastante atencao € a diurese quase
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instantanea realizada ainda enquanto o inseto se alimenta. Esse processo tem como uma de suas
finalidades, a eliminacdo de agua do bolo alimentar, o que faz com que elementos do sangue
ingerido se concentrem no tubo digestivo do inseto (BRIEGEL; REZZONICO, 1985;
NIJHOUT; CARROW, 1978; VAUGHAN; NODEN; BEIER, 1991; WILLIAMS;
HAGEDORN; BEYENBACH, 1983). Levando em consideracdo esta ultima observacéo e que
nossa hipotese inicial havia sido refutada, surgiu entdo a ideia de que um choque osmético
produzido pela retirada de ions e agua do lumen intestinal poderia ser o estimulo primario

responsavel pelo disparo do processo de alcalinizacdo intestinal.

Ainda em 2010, Santos demonstrou em experimentos preliminares que a alimentacao
de fémeas de L. longipalpis com PEG 8.000, uma molécula sintética, ndo proteica, ndo toxica
e com peso molecular semelhante ao de proteinas pegquenas, de uma maneira ndo esclarecida,
era capaz de induzir o processo de alcalinizacdo em insetos que viessem a ingerir esse
composto. A época a molécula foi utilizada para testar uma hipdtese onde acreditava-se que a
dilatacdo intestinal durante o processo de alimentacdo do inseto seria 0 componente central
capaz de disparar os mecanismos de alcalinizacdo e desligar aqueles relacionados com a
acidificacdo. Contudo, apesar de alcalinos, os intestinos dos insetos alimentados com PEG né&o
apresentavam-se dilatados apos a alimentacdo. Um forte indicio de que o PEG ingerido havia
sido concentrado com a retirada de 4gua. Os experimentos pararam por ai e nada se esclareceu
guanto aos estimulos intestinais provocados por PEG que levaram a alcalinizacdo daqueles

intestinos.

Portanto, para iniciar os experimentos, agora com foco no processo de concentracao do
bolo alimentar, escolhemos a molécula de PEG 8.000 como fonte alimentar para as fémeas de
L. longipalpis. Essa molécula apresenta uma estrutura simples, com repeti¢cdes de um mesmo
motivo, é de facil manipulacdo em solucdes, sendo palatavel para os insetos (D’SOUZA,;
SHEGOKAR, 2016). Todas essas caracteristicas mostravam-se interessantes para inicialmente
testarmos a hipotese do chogue osmotico entre limen e enterdcitos como gatilho para o
processo de alcalinizacgdo intestinal, bem como para investigarmos o porqué de uma molécula

ndo proteica gerar uma resposta esperada apenas para moléculas de origem proteica.
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Nossos primeiros resultados corroboraram o achado por Santos, 2008, onde, assim como
neste trabalho, ficou demostrada a capacidade que a molécula de PEG 8.000 tem de disparar o
mecanismo de alcalinizacdo intestinal em fémeas de L. longipalpis (Figura 9). Inicialmente
nossos experimentos foram realizados utilizando uma solugdo de PEG 8.000 na concentracédo
de 10 mM, a qual foi oferecida ao inseto em solugdo contendo sacarose 15% e o corante
indicador de pH Azul de Bromotimol 0,1%.

Vale destacar que todos esses solutos foram dissolvidos em agua destilada e como grupo
controle foram utilizadas fémeas que se alimentaram de solugdo sem a presenca de PEG 8.000.
Todos os intestinos retirados das fémeas que se alimentaram de PEG 8.000 apresentaram-se
alcalinos, ao contrario do observado para os intestinos das fémeas do grupo controle, onde todos
apresentaram-se com pH intestinal < 6,0. Como destacado no inicio da discussao deste trabalho,
a molécula de PEG é sintética, podendo ser encontrada sobre diferentes tamanhos de
polimerizacgdo, essa versatilidade faz com que essa molécula seja utilizada para os mais variados
fins, como por exemplo, para a confec¢do de resinas de purificacdo proteica. Até o0 momento,
porém, ndo existem outros estudos que tenham utilizado tal molécula para fins de elucidacédo
de processos fisiolégicos de insetos. Destacamos também que ndo existem evidéncias de
enzimas intestinais de insetos capazes de digerir em algum grau o polimero formado pela

unidade basica de etileno glicol.

Devido ao fato de grande parte dos intestinos das fémeas de L. longipalpis alimentadas
com a solucdo de PEG 8.000 a 10 mM terem atingido um grau de alcalinizagdo intestinal
considerado eficiente por nds (mais da metade dos intestinos nas faixas de valores pH > 7,0),
nos perguntamos qual seria a concentracdo minima da solucdo de PEG 8.000 capaz de disparar
0 mecanismo de alcalinizacdo intestinal das fémeas de L. longipalpis. Diante disso realizamos
a alimentac&o de novas fémeas, dessa vez com concentragdes menores (1 mM e 3 mM), além
da ja utilizada concentracdo de 10 mM. Assim como na primeira alimentag&o, todas as solucao
de PEG 8.000 foram preparadas em solucdo contendo Azul de Bromotimol 0,1% e sacarose
15%, todos dissolvidos em agua destilada. Nossos resultados foram animadores (Figura 10),
uma vez que mostraram que nossa hipdtese inicial poderia estar certa. Como esperado, solucées
menos concentradas de PEG 8.000, possuem menor capacidade de alcalinizacdo intestinal.

Esses resultados mostram que a concentracdo da solucdo a partir da qual o inseto se alimenta e
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ndo sua natureza, é o que dita a mudanca no seu padrao fisioldgico no que diz respeito ao pH

intestinal.

Mais uma vez, destacamos aqui o0 pioneirismo do presente trabalho na utilizacdo da
molécula de PEG para a elucidacdo de mecanismos fisiologicos de insetos hemat6fagos, mais
especificamente, de fémeas de L. longipalpis. Nepomuceno, 2019, mostrou, também em fémeas
de L. longipalpis, que a aplicacdo “ex vivo” de solucdo comercial de aminoacidos, era capaz de
induzir o processo de alcalinizacdo intestinal, porém de forma dependente de concentracdo. As
fémeas s6 mostram boa eficiéncia de alcalinizacdo quando foi aplicada solu¢do com alta
concentracdo de aminoacidos (172 mM). Embora a pressdo osmatica exercida por moléculas
com transportadores ativos no intestino provavelmente seja menor, o contato imediato de uma
solucdo concentrada pode atuar ativando o mecanismo de choque osmético, isso poderia
explicar os achados de Nepomuceno, onde, utilizando técnica mais sensivel de deteccéo, foi
possivel observar a alcalinizacdo luminal em intestinos estimulados com solucdo de
aminoéacidos a 10 mM. Esses achados reforcam ainda mais nossa hipotese de que o gatilho para
ativacdo dos mecanismos envolvidos no processo de alcalinizacdo intestinal € a concentracao
de moléculas no bolo alimentar do inseto. Essa concentracdo estaria entdo relacionada com um

desbalango osmotico entre o limen intestinal e citoplasma dos enterdcitos.

Até entdo, todas a alimentacdes por nds realizadas haviam sido feitas com os solutos
sendo dissolvidos em &gua destilada, uma vez que o epitélio intestinal de insetos (por
consequéncia o de L. longipalpis) é repleto de transportadores de ions (0s quais variam em
quantidade, tipo e expressao), nos perguntamos se a presenca de sais na solucao a partir da qual
as fémeas se alimentam teria influéncia no potencial de alcalinizacdo das mesmas. Essa hipétese
surgiu levando em consideracdo que a presenca de sais no bolo alimentar do inseto poderia

potencializar o efeito osmatico, podendo favorecer algum tipo de transporte.

Nossos resultados mostraram, assim como esperado, que fémeas de L. longipalpis que
se alimentaram de solugdes contendo sais, apresentam maior eficiéncia de alcalinizag&o quando
comparadas com as fémeas que se alimentaram das solugdes que nao continham sais (Figuras
10 e 11). Como exemplo do importante papel realizado pelos ions nos processos digestivos, a

presenca de Na* e K* na solucédo de alimentacdo é extremamente importante para ativacéo das
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bombas Na*/K*-ATPases, as quais sdo responsaveis pela manutencdo da energizacdo da
membrana intestinal durante a alimentagdo com sangue em A. aegypti, Anopheles stephensi
(Liston, 1901) e L. longipalpis (MACVICKER; BILLINGSLEY; DJAMGOZ, 1993;
NEPOMUCENO et al., 2022b). Essa energizacédo pode representar um ponto essencial para que
movimentos entre limen e enterdcitos possam ocorrer, bem como pode auxiliar em eventos de

cascada intracelular.

A exemplo do que aconteceu para presenca de sais na solugédo de alimentacao de fémeas
de L. longipalpis, mostramos também que a presenca de sacarose na solucédo a partir da qual as
fémeas se alimentam, tem seu papel na eficiéncia do processo de alcaliniza¢do (Figura 12).
Fémeas que se alimentaram somente de solucdo contendo PEG 8.000 e Azul de Bromotimol,
ambos dissolvidos em solucdo contendo sais, apresentam menor capacidade de alcalinizacao
quando comparadas com as fémeas que se alimentaram da solucdo que, além dos produtos
anteriormente mencionados, apresentava também sacarose a 15%. Esse resultado pode indicar
duas coisas: a primeira € que a solucdo de sacarose a 15%, de alguma maneira, contribui para
0 aumento da pressao osmatica luminal, o que por sua vez, favorece o desbalanco osmotico
com relagdo ao citoplasma dos enterdcitos, que por consequéncia, auxilia no disparo dos
mecanismos de alcalinizacdo intestinal. Este primeiro cenario seria pouco provavel, ou sé teria
uma importdncia nos momentos iniciais pos-alimentacdo, uma vez que a sacarose €
prontamente digerida pelas alfa-glicosidases intestinais, resultando no aumento de glicose e
frutose, 0s quais sdo rapidamente transportados para os enterdcitos; em segundo lugar, a
presenca de sacarose 15% na solucéo de alimentacdo das fémeas pode levar a um favorecimento
de eventos intra e extracelulares, uma vez que a digestdo de sacarose, aumentando os niveis de

glicose e frutose pode funcionar como aporte energético para as células intestinais.

Diante dos resultados até aqui expostos e para confirmar de vez nossa hipdtese de que,
para que ocorra a ativacdo dos mecanismos de alcalinizagéo intestinal ndo importa a natureza
da molécula ingerida, mas a pressdo osmotica que a mesma exerce no intestino do inseto,
resolvemos realizar alimentagfes com outros compostos, sendo eles: Dextran, PEG 100.000 e
Celobiose. Todos esses compostos foram inicialmente escolhidos devido ao fato de que
acreditavamos ndo existirem enzimas digestivas em L. longipalpis capazes de digerir-los,

mesmo que em pequeno grau. A digestdo dos compostos oferecidos durante a alimentacéo
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poderia ocasionar uma perda na pressdo osmotica exercida pelo bolo alimentar. Isto € o0 que
ocorre por exemplo com a sacarose. A digestdo das moléculas ingeridas resultaria em uma

menor eficiéncia do processo de alcalinizacao.

A molécula de Dextran é um polimero de glicose com ligacGes predominantemente do
tipo a-1,6, podendo apresentar ramificagoes a-1,2, a-1,3 ¢ a-1,4 (PRIYA et al., 2022, 2024).
N&o existem evidéncias de que insetos produzam enzimas capazes de degradar moléculas de
dextran a partir de suas ligacdes principais. Os resultados aqui obtidos a partir da alimentacéo
de fémeas de L. longipalpis com Dextran 10.000 a 10 mM, mostraram que, a semelhanca do
que ocorre para a alimentacdo com PEG 8.000 a 10 mM, o dextran também é capaz de disparar
0s mecanismos de alcalinizacdo intestinal. Porém, vale ressaltar que os valores de pH obtidos
para as fémeas que se alimentaram de Dextran, mostraram-se menores quanto diretamente
comparados para os resultados obtidos para PEG (nestes Gltimos a eficiéncia de alcalinizacéo
mostrou-se maior) (Figuras 11 e 13). Muito provavelmente essa diferenca pode ser explicada
pela quebra de ramificacdes e ligacdes secundarias nas moléculas de dextran, principalmente
as ramificagdes com ligagdes do tipo a-1,4, as quais podem ser reconhecidas pelas alfa-
glicosidases dos insetos (GONTIJO et al., 1998; TERRA; FERREIRA, 1994; TERRA;
FERREIRA; SILVA, 2023).

Ainda interessados em provar que a natureza da molécula ndo é um fator determinante
para o inicio dos processos de alcalinizagdo intestinal, realizamos a alimentacéo das fémeas de
L. longipalpis com moléculas de PEG 100.000, composto este que se difere de PEG 8.000
apenas pela quantidade de mondémeros ligados em uma mesma molécula. Como PEG 100.000
é uma molécula maior, a mesma, em solucédo, se mostra altamente viscosa, o que fez com fosse
inviavel a realizacdo de experimentos de alimentacdo onde pudéssemos utiliza-la na
concentracdo de 10 mM. Com isso os insetos foram alimentados com uma solucdo daquela
molécula & 1 mM, e os resultados obtidos comparados com aqueles referentes a alimentagdo
com PEG 8.000 também a 1 mM. De forma muito interessante, os resultados obtidos para
alimentagdo com PEG 100.000 1 mM foram muito semelhantes aos obtidos para PEG 8.000 1
mM (Figuras 11 e 14). Se alguma caracteristica estrutural de PEG fosse parte do estimulo para
alcalinizacdo, PEG 100.000 deveria ser tdo eficiente quanto PEG 8.000 10 mM uma vez que

teriam em suas moléculas quase 0 mesmo numero de segmentos polimerizados. Esse resultado
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reforca ainda mais nossa ideia de que a pressdo osmotica encontrada no Iimen intestinal é o

gatilho para iniciar os processos de alcalinizacdo intestinal.

A celobiose é um dissacarideo formado por duas unidades de glicose com ligacdo do
tipo R-1,4 (BENTLEY, 1959; HASKINS; HANN; HUDSON, 1942). Inicialmente escolhemos
essa molécula porque acreditdvamos que as fémeas de L. longipalpis ndo seriam capazes de
digeri-las, contudo tivemos uma surpresa quando analisamos os resultados obtidos para a
alimentacdo com solucéo de celobiose a 10 mM. Levando em consideracao que a molécula ndo
seria digerida e que seria oferecida numa concentragdo semelhante as alimentagdes realizadas
com PEG 8.000 a 10 mM, achamos que grande parte dos intestinos dissecados se apresentariam
alcalinos, contudo a maior parte dos intestinos mostrou baixa capacidade de alcalinizacao
(Figura 15). Diante desse resultado buscamos por informac6es na literatura que pudessem nos
indicar o que estaria acontecendo, foi quando nos deparamos com o trabalho de Fereira e
colaboradores, 2018, onde 0os mesmos encontraram uma pequena atividade de 3-glicosidases
no intestino médio de L. longipalpis. Essa atividade de -glicosidase, mesmo que baixa, pode
levar a degradacdo das moléculas de celobiose oferecidas durante a alimentacéo, levando a uma
queda na pressdo osmética do bolo alimentar, o que por sua vez reduz a capacidade do mesmo
em ativar os mecanismos de alcalinizacdo intestinal. Além disso, ja ficou demonstrada a
presenca de transportadores de dissacarideos no intestino e em outros 6rgdos de insetos, um
exemplo desses transportadores sdo aqueles relacionados ao transporte de trehalose (HOLTOF
et al., 2019; KANAMORI et al., 2010; KIKAWADA et al., 2007). A atuacdo inespecifica
desses transportadores sobre as moléculas de celobiose pode também explicar a baixa
capacidade gque essa molécula tem em induzir os mecanismos de alcalinizacdo intestinal. A
saida de moléculas de celobiose do Iimen para os enterdcitos acaba reduzindo a pressdo

osmotica do bolo alimentar.

Todos os resultados apresentados até aqui corroboram nossa hipétese inicial de que um
chogue osmotico provocado pela solugédo de alimentagdo oferecida as fémeas de L. longipalpis
é o principal gatilho para ativacdo dos mecanismos de alcalinizacéo intestinal. Num trabalho
anterior do nosso grupo (Santos et al. 2008) nos chegamos a descartar a hipdtese de que a
alcalinizacdo teria relagdo com a pressdo osmotica no interior do Iimen intestinal. Isto se deu

porque a concentracdo molar das proteinas ingeridas era pequena (aproximadamente 3 mM ou
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até menor). Nesta época ndo estdvamos considerando o fato depois estabelecido de que estas
proteinas eram concentradas no limen pelo transporte de agua e ions para o interior dos
enterdcitos. Além disso, solucdes de lisozima e caseina (na concentragdo em que elas foram

ingeridas) aplicadas do lado exterior do intestino ndo produziam alcalinizagéo.

Diante disso, resolvemos testar novamente a capacidade de resposta de intestinos de
fémeas de L. longipalpis a solugdes hiperosmdticas, aplicadas externamente aos intestinos. Para
isso foram realizadas aplicacdes das seguintes solugcdes: Sacarose 2,5 M; PEG 8.000 100 mM;
e PEG 8.000 em p6. Chamamos atencédo para concentracdo das solucgdes aplicadas, bem como
para o fato de aplicarmos um soluto puro sobre os intestinos. Nossos resultados mostraram que
nenhum dos intestinos testados, para todas as aplicacdes, apresentou resposta de alcalinizacéo
intestinal (Tabela 1). Esses resultados vao em acordo com os achados de Santos, 2008, porém
0S mesmos nado sdo suficientes para descartar a ideia de que o gatilho para que se iniciem 0s
processos de alcalinizacdo intestinal sdo choques osmdticos, a Unica conclusdo que
conseguimos tirar a partir dessas observacdes, € que 0s intestinos nao sdo responsivos a uma
aplicacdo/choque osmotico externo em preparacgdes ex vivo. Fato € que Santos, 2008, descartou
a hipotese de choque osmatico por acreditar que o intestino reconheceria padrdes moleculares
provenientes de proteinas, contudo nossos resultados mostraram que, independentemente da
natureza da molécula utilizada, existe um padréo de resposta de alcalinizacdo com relacdo a
concentracdo do produto ingerido dentro do limen intestinal. Esses resultados nos permitem
ainda inferir a existéncia de um padrdo diferente de distribuicdo de sensores ao longo do
intestino médio de fémeas de L. longipalpis, 0s quais, por sua vez, devem encontrar-se dispostos
sobre a superficie apical dos enterdcitos, reconhecendo entdo um desbalanco osmotico entre

[imen e o citoplasma dos enterdcitos.

Nas celulas de grande parte dos animais ja foi demonstrada a presenca dos chamados
Transient receptor potencial (TRP), os quais respondem a diversos estimulos externos,
incluindo estimulos osméticos (HUANG et al., 2023; LIEDTKE, 2006; ROSENBAUM;
ISLAS, 2023). Dentre os diversos tipos de TRPs, chamamos atencéo para os TRPVs (Vanilloid
transient receptor potencial), os quais foram apontados como importantes sensores 0smoticos
entre os invertebrados (HUANG et al., 2023; LIEDTKE, 2006; MUTAI; HELLER, 2003). Nao

sabemos ao certo se ocorre a participagdo de tais transportadores na ativagdo osmotica dos
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mecanismos de alcalinizacdo intestinal, porém futuros experimentos que visem elucidar essa

participacdo mostram-se extremamente promissores.

Quando oferecemos aos insetos uma solucdo de alimentacao rica em um composto que
né&o pode ser digerido ou metabolizado, faz sentido a concentracdo desse composto permaneca
minimamente constante no tubo digestivo ou até aumente com a retirada de agua do lamen.
Porém quando as fémeas se alimentam, por exemplo, do sangue de seus hospedeiros, para que
0 bolo alimentar atinja uma dada concentracdo capaz de disparar 0s mecanismos de
alcalinizacdo intestinal, é de se esperar que haja um processo de eliminacdo de adgua. Ja é muito
bem descrito entre os insetos hemat6fagos o processo de diurese, que acontece ainda quando o
inseto estd se alimentando (BRIEGEL; REZZONICO, 1985; COAST, 2009; DRAKE;
RODRIGUEZ; HANSEN, 2015a; NIJHOUT; CARROW, 1978). Esse processo tem por
finalidade inicial promover a eliminacdo de dgua do bolo alimentar, elevando a contracdo de
elementos figurados do sangue no tubo digestivo do inseto (BRIEGEL; REZZONICO, 1985;
VAUGHAN; NODEN; BEIER, 1991). Essa eliminacéo de agua acontece majoritariamente pela
participacdo de transportadores conhecidos como aquaporinas (BENOIT et al., 2014; SPRING;
ROBICHAUX; HAMLIN, 2009). Algo que até entdo ndo havia sido discutido € que essa
eliminacdo de &gua poderia favorecer outros processos fisioldgicos dos insetos, ndo estando
relacionada somente com uma questdo de melhora nutricional. Neste trabalho a eliminacédo de
agua do bolo alimentar pela acdo das aquaporinas casa perfeitamente com a ideia de uma
elevacdo do potencial osmético luminal ao longo do processo de alimentacdo e digestdo,
induzindo assim o disparo que leva ao inicio dos processos de alcalinizacdo intestinal.
Realizando a alimentacdo de fémeas de L. longipalpis com um inibidor de aquaporinas,
mostramos que o bloqueio na acdo desses transportadores afeta de forma clara a capacidade das
fémeas em atingir uma alcalinizacdo intestinal eficiente (Figura 16). Ressaltamos aqui que o
inibidor por nos utilizado (Bumetanide) ndo é um inibidor especifico de aquaporinas, 0 mesmo
atua no bloqueio de transportadores Na*/K*/2CI" (HAAS; MCMANUS, 1983; ISENRING;
FORBUSH, 1997). Contudo, alguns trabalhos apontam que o blogueio de aquaporinas por esse
inibidor, aumenta a medida em que aumentamos a concentracdo do mesmo (ressaltamos que
usamos uma concentragdo considerada eficiente no bloqueio de aquaporinas) (MIGLIATI et
al., 2009; WANG; SOLENOV; YANG, 2023). Vale destacar também que o blogueio dos
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transportadores Na*/K*/2CI- podem ter ajudado a diminuir a concentracdo osmotica do bolo
alimentar, uma vez que a retencéo de ions pode refletir numa retengdo de dgua no contetdo
intestinal, portanto desfavorecendo o desbalanco osmdtico. Fémeas que se alimentaram de
solugdes nas mesmas concentragdes, tendo como Unica variavel a presenca do inibidor de
aquaporinas, mostraram respostas completamente diferentes quanto a capacidade de
alcalinizacdo, reforcando a participagdo do transporte de &gua no processo de alcalinizacéo.

Esse € mais um resultado que reforca ainda mais a ideia inicial de que os mecanismos
de alcalinizacdo intestinal apresentam dependéncia com relacdo a um desbalango osmético

luminal para que possam ocorrer.

No inicio da discussdo deste trabalho, retomamos o0s principais mecanismos de
alcalinizacdo intestinal até entdo descritos (NEPOMUCENO, 2015; NEPOMUCENO et al.,
2017a, 2020, 2022h, 2022a; SAAB, 2023; SANTOS et al., 2008, 2011). Dentre aqueles, o que
sempre chamou muito a atengdo do nosso grupo de pesquisa é aquele envolvido com a liberacéo
de uma molécula na hemolinfa de fémeas que acabaram de se alimentar de sangue, esse
mecanismo foi primeiramente descrito em fémeas de L. longipalpis, sendo posteriormente
discutido e demonstrado também em fémeas de A. aegypti (NEPOMUCENO, 2015; SANTOS
et al., 2008, 2011). Trabalhando com fémeas de L. longipalpis Santos, 2008, demonstrou por
meio de uma metodologia de extracdo de peptideos que essa molécula alcalinizante ja esta
presente nas células intestinais de fémeas que ainda ndo se alimentaram de sangue, o que, a
época, fez com que pensassem que essa molécula poderia ter origem hormonal, sendo
armazenada em células enteroenddcrinas, sendo liberada por meio de vesiculas ap6s um
estimulo, no caso, a alimentacdo com sangue. E interessante ressaltar ainda que essa molécula
recuperada da hemolinfa de fémeas recém alimentadas com sangue mostrou-se extremamente
conservada em suas func@es, uma vez que, a aplicacdo dessa molécula recuperada de fémeas
de L. longipalpis mostrou efeito positivo de alcalinizacdo sobre intestinos de fémeas de A.
aegypti e sobre o intestino de fémeas de Clogmia albipunctata (Williston, 1893), um diptero
ndo hematdfago pertencente a familia Psychodidae (MALTA et al., 2024a; NEPOMUCENO et
al., 2017a).
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Dada a capacidade da alimentacdo com PEG 8.000 de disparar os mecanismos de
alcalinizacdo, nos perguntamos entdo se, apos a alimentagdo com PEG 8.000, encontrariamos
na hemolinfa das fémeas recém alimentadas, a mesma molécula com efeito alcalinizante
recuperada da hemolinfa das fémeas que se alimentaram de sangue. Contudo nossos resultados
mostraram que a hemolinfa das fémeas alimentadas com PEG 8.000 n&o apresenta capacidade
de alcalinizar outros intestinos acidos (Figura 17), portanto essas fémeas ndo liberam na sua
hemolinfa a chamada molécula alcalinizante. Esse resultado, contudo, nos permitiu inferir que,
0s mecanismos de alcalinizacao intestinal disparados pelo desbalan¢o osmotico entre IGmen e
enterdcitos segue, pelo menos nas fases iniciais, um caminho diferente daquele até entdo
descrito para acdo de moléculas liberadas na hemolinfa do inseto, as quais sdo liberadas a partir
da degranulacdo das células enteroenddcrinas. Ao que tudo indica, o desbaln¢o osmético ndo é

capaz de estimular essa degranulacao.

Esse Gltimo resultado nos mostra que, para que uma fémea saudavel de L. longipalpis,
apos um repasto sanguineo satisfatdrio, atinja seu ponto maximo de alcalinizacdo (pH = 8,15),
€ necessario que ocorra um somatério de fatores relacionados a processos de alcalinizacdo, 0s
quais podem ser parcial ou totalmente independentes entre si, mas que apresentam uma mesma
finalidade, a elevacdo do pH intestinal. Os trés mecanismos anteriormente descritos por Santos
e Nepomuceno, podem agora somar-se a um quarto, aqui descrito como mecanismo de

concentracdo osmotica.

Durante o processo de alimentacdo com sangue uma fémeas de L. longipalpis pode
aumentar de trés a dez vezes o seu peso corporal (GRACA-SOUZA et al., 2006). A distensdo
da regido abdominal durante o processo de alimentacdo com sangue, representa um aumento
no volume total do intestino médio do inseto, local de digestio do sangue ingerido
(GENEROSO, 2022; TERRA; FERREIRA, 1994). Diante dos fatos anteriormente expostos,
nos perguntamos se essa expansao do intestino médio das fémeas de L. longipalpis durante o
processo de alimentagdo com sangue, poderia de alguma maneira auxiliar nos processos de
alcalinizacdo intestinal. Vale destacar que Santos, 2008, buscou responder a esse
questionamento atraveés da alimentacdo das fémeas com PEG 8.000, contudo, ficou
demonstrado que as fémeas que se alimentavam de PEG ndo apresentavam aumento

significativo do seu volume intestinal, apesar de apresentarem resposta de alcalinizagdo. Como
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mencionado anteriormente, Santos e colaboradores ndo se debrugaram sobre o porqué de a
molécula de PEG, mesmo ndo distendendo o intestino, ocasionar uma reposta de alcalinizacéo
(o que agora, com os resultados aqui apresentados, conseguimos entender). Além disso, como
ndo houve a distensdo do intestino das fémeas, ndo ficou descartada a hipotese de que esse

aumento de volume poderia de alguma forma auxiliar na elevagéo do pH intestinal.

Aqui nos realizamos dois tipos de estimulos mecanicos relacionados a distensdo
abdominal das fémeas de L. longipalpis: o primeiro deles foi um estiramento mecanico dos
intestinos. Nao houve diferenca significativa entre grupo controle e grupo teste (Figura 18); o
segundo estimulo foi a distensdo intestinal direta a partir da alimentacdo com microesferas de
latex. Também ndo observamos diferenca significativa entre o grupo controle e o grupo de
fémeas alimentadas com a microesferas (Figura 19). Agora com esses resultados em maos
podemos afirmar que a distensdo do intestino médio de fémeas de L. longipalpis, apesar de
importante para 0 aumento da quantidade de nutrientes ingeridos em uma sé alimentagédo
(ADAMS, 1999; LEHANE, 2009), ndo tem participacdo direta na ativacdo dos processos de
alcalinizacdo intestinal. Contudo, vale ressaltar que, uma alimentacdo com grande volume de
sangue, pode representar, apos a diurese do inseto, uma maior pressdo osmotica luminal, o que

entdo teria papel fundamental no disparo dos mecanismos de alcalinizacéo.

Levando em consideracao o volume de sangue que os insetos hematofagos sdo capazes
de ingerir, e que grande parte desse sangue € composto por proteinas, é de se esperar que,
iniciado o processo de digestdo, os niveis de aminoécidos livres venham a aumentar, tanto no
limen intestinal, quando nos enterdcitos, como também na hemolinfa do inseto (CAROCI;
NORIEGA, 2003; TERRA; FERREIRA, 1994). A presenca de aminoacidos tanto no lumen
intestinal como na hemolinfa j& foi apontada como um fator determinante para o aumento da
atividade proteolitica de insetos hematofagos, como, por exemplo, A. aegypti (BRANDON et
al., 2008; CAROCI; NORIEGA, 2003; SANTOS et al., 2011).

Como as moléculas alcalinizantes presentes na hemolinfa de L. longipalpis sdo
encontradas livres justamente em fémeas que acabaram de se alimentar de sangue (SANTOS et
al., 2008, 2011), nos questionamos se ndo seriam esses aminoacidos moléculas adjuvantes no

processo de ativacdo dos mecanismos de alcalinizagdo intestinal. Para verificar essa hipotese,
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realizamos ensaios onde foram coletadas amostras de hemolinfa de fémeas que haviam se
alimentado somente de sacarose 15%, de fémeas com periodo maximo de 2 horas ap6s
alimentacdo com sangue, e de fémeas que haviam se alimentado de sangue a no minimo 24
horas. Nossos resultados apontaram que uma diferenca significativa nos niveis de aminoacidos
livres na hemolinfa s6 é detectada na hemolinfa daquelas fémeas com periodo pds-alimentacéo
com sangue de 24 horas (Figura 20).

Diante do fato de ndo existir diferenca significativa nos niveis de aminoacidos livres
presentes na hemolinfa de fémeas que se alimentaram de sacarose (sem a molécula alcalinizante
livre) e entre as fémeas recém alimentadas com sangue (que possuem a molécula alcalinizante
livre), nds descartamos a hipotese de que os aminoacidos livres poderiam ser uma molécula
adjuvante no processo de alcalinizacdo estimulada pela hemolinfa coletada de fémeas
ingurgitadas com sangue. Destacamos aqui que os valores obtidos para a concentracdo de
aminoacidos reflete a concentracdo que nossa técnica nos permite detectar, podendo a
concentracdo desse aminoacidos na hemolinfa dos insetos apresentar-se maior (parte dos

aminoéacidos podem ser perdidos no processo de obtencdo da hemolinfa).

Como todos os nossos resultados pareciam indicar que, provavelmente a molécula
liberada na hemolinfa das fémeas recém alimentadas com sangue e que tem papel na ativacéo
dos processos de alcalinizacdo intestinal, ndo tem sua origem relacionada com o processo de
alimentacdo/digestdo em si, voltamos a pensar que eram grandes as chances dessa molécula ter
uma origem hormonal. Ja é sabido que o influxo de Ca*?é um dos mecanismos envolvidos na
degranulacdo vesicular de diferentes linhagens celulares (CHEN et al., 2017; SUDHOF, 2012;
TOJYO et al., 2014), dentre esses tipos celulares, podemos citar as células enddcrinas, onde o
influxo culmina com a liberacéo desses hormonios na circulacdo do organismo, permitindo que

realizem sua fungé&o.

Diante disso resolvemos realizar um ensaio onde intestinos de fémeas de L. longipalpis
alimentadas somente com sacarose 15% (portanto com a molécula alcalinizante ainda presente
nas células intestinais), foram estimulados com iono6foro de célcio. Nossos resultados
mostraram que, assim como esperado, a entrada de calcio nas células intestinais foi capaz de

deflagrar a liberacdo de vesiculas que continham a molécula alcalinizante (Figuras 21, 22 e
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23). Esse resultado nos permitiu mostrar e confirmar a origem hormonal da molécula

alcalinizante que, até 0 momento, ndo faziamos ideia do que se tratava.

Dentre os principais hormdnios envolvidos na sinalizacéo celular de invertebrados, dois
ganham grande destaque: os peptideos semelhantes a insulina (ILPS) e a serotonina que é
liberada durante o repasto sanguineo (COAST, 2007; KRIEGER et al., 2004; ORCHARD,
2006; WU; BROWN, 2006). Ambos os hormdnios apresentam funcbes das mais diversas,
atuando como neurotransmissores, estimuladores de processos anabolicos, bem como
participando da sintese e liberacdo de outros hormonios. Por se tratarem de moléculas tdo bem
conservadas entre diferentes grupos animais (ORCHARD, 2006; SMIT, 1998; WU; BROWN,
2006), e por apresentaram tdo ampla gama funcional, nos perguntamos se nossa molécula

alcalinizante poderia ser algum desses hormonios.

Com destaque para os ILPs, destacamos que entre as fémeas de mosquitos existe uma
ativacdo da via de sinalizacdo relacionada a insulina logo apos a alimentacdo com sangue. A
ativacdo dessa via leva a uma cascada de eventos que culmina com a absor¢do de nutrientes, a
producdo de hormonios ecdisterdides e a producdo de vitelogenina (ARIK et al., 2009;
BROWN et al., 1998, 2008; GULIA-NUSS et al., 2011; ROY; HANSEN; RAIKHEL, 2007;
SIM; DENLINGER, 2008; WEN et al., 2010). Como os ILPs tem relacdo direta com o
metabolismo de digestdo entre os insetos hematofagos (BROWN et al., 2008), eles se tornaram

otimos candidatos a serem a nossa molécula alcalinizante.

Os eventos fisioldgicos coordenados pela serotonina (5-hidroxitriptamina) sdo muito
bem estudados principalmente entre os Hemiptera (ORCHARD, 2006), porém existem estudos
gue mostram a atuacao dessa molécula também em outros invertebrados (LENT; DICKINSON;
MARSHALL, 1989; LONG; MURDOCK, 1983; NASSEL, 1988). Entre os hemiptera essa
molécula ja foi apontada como sendo efetora em processos como, inducdo de plasticizacao,
neuro-comunicacéo, diurese, aumento da expresséo de aquaporinas (ORCHARD, 2006) dentre
tantos outros, sendo que para nds, a participacdo nos dois ultimos processos, mostrou que a
serotonina poderia ter relacdo com nossa molécula alcalinizante, uma vez que, como
demonstrado na figura 16, a inibicdo de aquaporinas inibe em certo nivel a capacidade de

alcalinizacdo das fémeas de L. longipalpis.
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Com essas informagdes em maos, realizamos ensaios onde, sobre intestinos &cidos de
fémas de L. longipalpis, aplicamos tanto serotonina, como insulina bovina (item 4.10 da
metodologia) (ambas as moléculas sdo extremamente conservadas entre 0s metazoarios).
Destacamos que a insulina bovina ja foi utilizada em ensaios com mosquitos (WEN et al.,
2010). Nossos resultados mostraram que somente a aplicacéo de insulina foi capaz de induzir
0 processo de alcalinizagdo intestinal (Figuras 24, 25 e 26). Vale ressaltar que os valores de
pH atingidos pelos intestinos estimulados com a aplicagédo de insulina, foram semelhantes aos
valores de pH atingidos quando realizamos 0s ensaios de aplicacdo da hemolinfa das fémeas
recém alimentadas com sangue. Esse resultado nos mostrou que provavelmente a molécula
alcalinizante ja identificada como hormonio, poderia se tratar de um ILP presente no intestino

médio das fémeas de L. longipalpis.

Apesar de nossos resultados mostrarem que a serotonina nao apresentou potencial de
disparar a alcalinizacdo intestinal, acreditamos que a mesma pode atuar como um adjuvante do
processo de elevacao do pH quando em conjunto com a insulina. Ensaios futuros poderdo nos

dar essa resposta.

A insulina humana é um peptideo hormonal de 51 amino&cidos ap6s o processamento
de suas duas cadeias, atingindo um peso molecular de aproximadamente 5.794 Da (THOMAS;
THEVIS, 2019; PubChem CID 70678557). De maneira semelhante, a insulina bovina, ap6s o
processamento de suas cadeias, possui peso molecular de aproximadamente 5.734 Da
(PubChem CID 90478612). Com esses dados em méos, e tendo em vista a auséncia de dados
referentes aos tamanhos de ILPs processados de invertebrados, nos propusemos a identificar,
por meio de espectrometria de massa, o tamanho da molécula alcalinizante liberada na
hemolinfa das fémeas de L. longipalpis recém alimentadas com sangue, para isso realizamos

experimento conforme descrito no item 4.15 da metodologia deste trabalho.

Nossos resultados foram animadores, uma vez que, quando comparadas as analises de
grupo controle e grupo teste (Figura 27), fica claro haver entre os dados do grupo teste a
presenca de dois peptideos ndo encontrados entre o grupo controle (Figura 28). Curiosamente,
a massa/carga (m/z) desses peptideos (4.845 Da e 4.998 Da) se mostra semelhante a massa da

insulina humana ou de bovinos. A diferenca de valores encontradas pode refletir a perda de
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alguns aminoacidos pelas moléculas encontradas nas fémeas de L. longipalpis. A fim de mostrar
de maneira mais sistematica essa observacdo, por meio de analises de bioinformatica,
propusemos o que seria uma ILP de L. longipalpis semelhante a insulina humana no que diz

respeito ao tamanho e processamento de suas cadeias (Figura 41).
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Figura 41 — Andlise das provaveis cadeias A e B do ILP de L. longipalpis. Determinacéo das

provaveis cadeias A e B da ILP de L. longipalpis com base na homologia com as cadeias A e B da
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insulina humana. As sequéncias das cadeias A e B de humano foram obtidas a partir dos dados
disponiveis no bando de dados PubChem (n° de acesso 70678557). As anélises de
similaridade/alinhamento sofram realizados no software
https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo, e os pesos moleculares foram calcuados no software
https://web.expasy.org/compute_pi/.

Considerando os dados obtidos na espectrometria de massa e os dados obtidos para o
provavel tamanho do ILP de L. longipalpis, muito provavelmente a diferenca entre as massas
observadas reflete a perda de alguns aminoécidos na ILP real com relacdo a ILP predita. Alem

disso, essa diferenca pode, em parte, refletir pequenos desvios de calibragem do equipamento.

Aqui, de maneira inovadora, mesmo que de forma tedrica, propusemos e identificamos
quais seriam as sequéncias de aminodcidos das cadeias A e B de um ILP de L. longipalpis.
Além disso, a somatdria dos resultados apresentados nos levam a afirmar que a molécula
alcalinizadora primeiramente identificada por Santos, 2008 pode ser um ILP (Insulin-like

peptide), o qual tem acdo direta sobre os mecanismos de alcalinizacao intestinal.

Como destacado na introducéo deste trabalho, entre os insetos pertencentes a ordem
Diptera, os ILPs sdo muito bem conhecidos principalmente em D. melanogaster, onde séo
produzidos por sete genes bem caracterizados, com suas expressdes variando conforme o tecido
e 0 estagio de desenvolvimento do inseto (BROGIOLO et al., 2001). Sete foram os genes de
ILPs encontrados em A. gambie (KRIEGER et al., 2004), e oito os encontrados em A. aegypti
(RIEHLE et al., 2006), dos quais acredita-se que os ILP3 e ILP4 sejam aqueles que participam
diretamente da ativacdo das vias de sinalizacdo relacionadas com a digestdo do inseto. Ambos
0s peptideos tem sua quantidade aumentada na hemolinfa momentos apés a alimentagdo com
sangue (BROWN et al., 2008; CASTILLO; BROWN; STRAND, 2011).

Apesar de bem estudados em organismos como D. melanogaster e em alguns mosquitos,
0s ILPs s&o pouco conhecidos e estudadas em flebotomineos. Da mesma forma, isso € verdade
guando procuramos por dados da literatura referentes aos ILRs (Insulin-like receptors), que sdo
0s receptores responsaveis pelo reconhecimento dos ILPs, participando da cascata de ativacéo

da via fosfoinositol-3-quinase/AKT. Devido a escassez de informacdo com relagdo aos ILPs e
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ILRs de L. longipalpis, buscamos caracteriza-los nas fémeas destes organismos através da busca
de sequéncias ortologas com relacdo a D. melanogaster (CHOPRA; KAUSHIK; KAIN, 2022;
TELEMAN, 2010; VEENSTRA; AGRICOLA; SELLAMI, 2008; WU; BROWN, 2006) (item
4.11 da metodologia).

Uma vez identificadas as sequéncias, realizamos uma série de experimentos onde ficou
demonstrada de forma inédita, a presenca no intestino médio de fémeas de L. longipalpis tanto
do gene relacionado ao ILP como do gene relacionado ao ILR. Como apontado em mosquitos,
ha um aumento na expressao de ILPs nesses insetos logo apds a alimentacdo com sangue
(BURSALI; TOURAY, 2024), dessa forma realizamos ensaios onde comparamos a expresséo
tanto qualitativa como quantitativa dos genes relacionados aos ILPs e aos ILRs em fémeas de

L. longipalpis alimentadas ou ndo alimentadas com sangue (Figuras 29 e 30).

Nossos resultados mostraram que ha expressao tanto de ILPs como de ILRs no intestino

médio dos dois grupos de fémeas analisadas (alimentadas e ndo alimentadas com sangue).

Como todo horménio peptidico, provavelmente os ILPs de L. longipalpis séo
produzidos e armazenados em vesiculas intracelulares até que sua degranulacdo seja ativada,
dessa forma, apesar de identificarmos por meio de PCR convencional a expressdo do seu gene
no intestino médio tanto das fémeas que se alimentaram de sangue, como das fémeas que ndo
se alimentaram de sangue, ndo esperavamos encontrar diferenca com relagdo a expressao
quantitativa desse gene em fémeas submetidas aos tratamentos anteriormente citados, isso
porque, no intestino médio, a insulina ja deve encontrar-se pronta para realizar sua funcao assim
gue o inseto se alimenta de sangue, sendo os niveis de MRNA aumentados somente quando a
fémea se prepara para uma nova alimentagdo. Durante o processo de digestdo, outros ILPs
produzidos em 6rgdos diferentes do intestino médio, devem atuar para manutencdo do pH
intestinal alcalino. Contudo, com relacdo ao gene dos ILRs, era de se esperar que em fémeas
alimentadas com sangue, a expressdo desses receptores fosse aumentada, uma vez que estas
mesmas fémeas deveriam se tornar mais sensiveis e responsivas aos ILPs liberados na

hemolinfa dos insetos.

Nossos resultados mostraram que, apesar de ocorrer um aumento na expressao desse

gene entre as fémeas que se alimentaram de sangue, 0 mesmo néo é significativo se comparada
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a expressdo do gene nas fémeas que ndo se alimentaram de sangue. Por se tratar de uma
sinalizagdo hormonal, a resposta e sensibilidade das fémeas com relagéo aos ILPs liberados na
hemolinfa do inseto, deve ser rapida, dessa forma néo € de se espantar que os ILRS se encontrem
em quantidade suficiente nas células intestinais dos insetos, prontos para responder a um

estimulo imediato.

Uma vez demonstrado que um dos gatilhos para a alcalinizacao intestinal em fémeas de
L. longipalpis é um desbalanco osmético entre Ilimen e enterdcitos, e que, apesar de comecarem
por efetores diferentes, a liberacdo de ILPs na hemolinfa do inseto também é capaz de disparar
a alcalinizacdo intestinal, nos perguntamos quais seriam 0s mecanismos de sinalizagédo

intracelular envolvidos no processo de elevacao do pH.

Apesar de sabermos que o influxo de célcio nas células enteroenddcrinas € o responsavel
pela liberagdo dos ILPs, ainda ndo ficou claro para nos, qual é o efetor natural durante a

alimentacdo com sangue que faz com que aquelas células degranulem.

Com relacdo aos proximos passos apés a ativacdo dos IRPs dos enterdcitos, acreditamos
que a ativacdo da via fosfoinositol-3-quinase/AKT, leva a uma ativacdo da via TOR, que em
mosquitos e em L. longipalpis ja foi apontada como tendo participacdo em varios processos
digestivos (CARPENTER et al., 2012; HANSEN et al., 2004; SILVA FERNANDES et al.,
2020). Nepomuceno, 2021 mostrou que, o tratamento de intestinos de fémeas de L. longipalpis
com rapamicina, era capaz de torna-los insensiveis aos ILPs (0s quais ainda ndo haviam sido

identificados).

Com isso, nosso proximo passo foi mostrar que, assim como acontece com os ILPs, o
gatilho osmético de alcalinizacdo intestinal também passa pela ativacdo da via TOR. No0ssos
resultados mostraram que a alimentacdo de fémeas de L. longipalpis com solucdo contendo
PEG 8.000 e Rapamicina foi capaz de inibir totalmente o processo de alcalinizagéo intestinal
(Figura 33). Esse resultado vai em acordo ao encontrado por Nepomuceno e colaboradores
2020, 2021, onde ficou demonstrada a capacidade de aminoacidos em ativar a via TOR. Esse
resultado nos permite afirmar que um dos primeiros passos apds o reconhecimento de um

desbalango osmotico pelo intestino, € a ativacdo do complexo de TOR.



142

Nepomuceno e colaboradores, 2022, mostraram ainda que, para fémeas de L.
longipalpis que tiveram seus intestinos estimulados com aminoacidos, 0s proximos passos apos
a ativacao da via TOR, ¢ a ativacao da enzima adenilato ciclase, responsavel pela producdo de
cAMP, um importante segundo mensageiro, que por sua vez atua ativando os transportadores
HCO3/CI, os quais, localizados na superficie apical do intestino médio, atuam jogando HCOs
para o lumen intestinal em troca de ions cloreto, resultando assim no processo de alcalinizacdo
(NEPOMUCENGO et al., 2022a).

Diante disso buscamos mostrar de forma sistematica que, apesar de se iniciarem de
forma diferente, tanto o gatilho da entrada de aminoacidos nos enterécitos, como o desbalanco
osmotico entre limen e enterdcitos, seguem um mesmo caminho de sinalizacdo intracelular,
culminando com a alcalinizagdo do intestino. Dessa forma, primeiramente realizamos ensaios
de alimentacdo de fémeas de L. longipalpis onde aos insetos foram oferecidos diferentes
inibidores para o transportador de HCO3/CI" (a saber, NPPB e DIDS).

Assim como encontrado por Nepomuceno, nossos resultados mostraram que a inibicao
dos transportadores de HCO37/Cl" afeta de forma significativa o processo de alcalinizagdo
intestinal, contudo, vale destacar que, apesar de mostrar baixa eficiéncia no processo de
alcalinizacdo, os intestinos ndo se encontravam totalmente acidos, o que é um indicativo de que
outros processos relevantes a alcalinizacdo permaneceram ativos ou mesmo que a inibicéao pelas

moléculas por nés escolhidas ndo foi completa.

Seguindo os passos de alcalinizacdo propostos por Nepomuceno, 0 proximo passo a ser
investigado seria a participacdo de cAMP no processo de alcalinizacdo induzida pelo
desbalango osmotico, porém como a ativacdo de transportadores de HCO3/CIl costuma ser
dependente de fosforilagdo por PKA (BRETT et al., 2002), decidimos verificar a ocorréncia
deste passo na via de sinalizacdo que leva a alcalinizagdo intestinal. Para isso realizamos a
alimentacdo de fémeas com PEG 8.000 acrescido de um inibidor de PKA (H89) (item 4.9 da
metodologia). Nossos resultados mostraram a participacdo de PKA no processo de
alcalinizacdo intestinal de L. longipalpis (Tabela 3).

Vale destacar que PKA, a enzima responsavel pela fosforilacdo dos transportadores de
HCO3/CI, é também conhecida como “CAMP-dependent protein kinase” (BRETT et al., 2002),
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0 que mostra que a mesma é regulada pela presenca de cAMP no citoplasma celular. Diante
disso e levando em considera¢do que Nepomuceno ja havia demonstrado a importancia de
CAMP no processo de alcalinizacdo disparado pela entrada de aminoacidos nas células,
realizamos ensaio onde buscamos reverter a inibicdo da alcalinizagéo intestinal ocasionada pela
alimentacdo com rapamicina. A reversdo do bloqueio foi pensada através de uma alimentacao
onde juntamente com rapamicina, foi oferecida suplementacdo de um analogo permeavel e
comercial de cCAMP (item 4.9 da metodologia). Desse modo a reversdo ndo seria direta,
partindo de uma reativagdo de TOR, mas por um “pulo” ao bloqueio, passando a etapas

posteriores a ativacdo de TOR.

Nossos resultados mostraram exatamente o que esperavamos, apontando a localizagdo
“downstream” de cAMP com relagdo a TOR no processo de alcalinizagdo intestinal de L.
longipalpis disparado pelo desbalanco osmotico (Figura 38). A carater de confirmacdo com
relacdo a importancia e participagdo de CAMP nesse processo de alcalinizagao, realizamos um
segundo ensaio onde a atividade da adenilato ciclase (enzima responsavel pela producéo de
cAMP), foi bloqueada pelo inibidor DDA. Os insetos alimentados com esse inibidor (item 4.9
da metodologia), apresentaram-se significativamente menos eficientes em realizar a
alcalinizacdo intestinal (Tabela 4). Esses resultados somados aos ja encontrados por
Nepomuceno, reforcam os processos intracelulares envolvidos com a alcalinizacdo intestinal

de fémeas de L. longipalpis.

Uma vez determinados os principais passos intracelulares envolvidos no processo de
alcalinizacdo intestinal disparado através de um desbalan¢co osmoético em fémeas de L.
longipalpis, decidimos reforcar experimentalmente o passo que diz respeito a participacdo da
via TOR no processo. Em fémeas de L. longipalpis ficou demonstrado que tratamento desses
insetos com galactosamina, uma hexosamina derivada da galactose, reduz a atividade de
tripsina de fémeas alimentadas com sangue de maneira semelhante a rapamicina (SILVA
FERNANDES et al.,, 2020). Portanto, levando em consideragdo o bloqueio da via TOR
realizado pela alimentacdo com galactosamina, realizamos alimentacdo onde juntamente com
PEG 8.000, oferecemos solucdo de galatosamina (item 4.9 da metodologia). De maneira
semelhante aos achados de Silva Fernandes e colaboradores, 2020, nossos resultados

mostraram, através do bloqueio do processo de alcalinizacdo intestinal, que a galactosamina
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afeta o funcionamento da via TOR atuando como um inibidor competitivo no sitio de ligacéo
de aminoécidos, e que TOR definitivamente participa do processo de alcalinizagdo intestinal
(Tabela 5).

Por fim, mas de maneira ndo menos importante, nos propusemos a demonstrar de
alguma forma a ligacéo entre o processo de alcalinizagéo intestinal e o processo de digestdo em
si nas fémeas de L. longipalpis. Como TOR atua diretamente na sintese de enzimas digestivas
(DE VIRGILIO; LOEWITH, 2006b; FINGAR; BLENIS, 2004; LOEWITH et al., 2002; SILVA
FERNANDES et al., 2020; WULLSCHLEGER; LOEWITH; HALL, 2006) e como nossos
resultados indicam que o desbalanco osmotico que leva a alcalinizacdo intestinal passa pela
ativacdo de TOR, nos perguntamos se a alimentacdo das fémeas de L. longipalpis com PEG
8.000, seria capaz de induzir em certo grau a atividade tripsinolitica daquelas fémeas. N0ossos
resultados mostraram que, de forma significativa, hd um aumento na atividade tripsinolitica nos
intestinos das fémeas que se alimentam com PEG 8.000 (Figura 39), mostrando-se assim mais
uma evidéncia da intercomunicacdo entre 0s processos de alcalinizacdo intestinal, digestéo e

ativacdo da via TOR.

Analisados em conjunto, todos os resultados apresentados neste trabalho trazem fortes
evidéncias de descobertas inéditas com relacdo ao processo de alcalinizacdo intestinal em
fémeas de L. longipalpis. Aqui demonstramos de maneira sistematica a existéncia de um novo
processo de alcalinizagdo intestinal, o qual tem por gatilho um desbalanco osmético entre Iimen
intestinal e enterdcitos. Ficou claro também que esse processo leva a ativacdo da via TOR,
resultado em uma cascata de sinalizacdo celular que culmina com a ativacdo de transportadores
de HCO3/CI, os quais sdo aqui apontados como grande efetores da elevagéo do pH intestinal
(aqui vale ressaltar que ao que tudo indica, mas de maneira ainda nao esclarecida, podem existir
outros transportadores que potencializem o processo de alcalinizacéo). Além disso, mostramos
que a ativagdo do processo de alcalinizacdo intestinal disparado a partir de um desbalanco
osmatico ndo resulta na liberagcdo de uma ou mais moléculas alcalinizadoras na hemolinfa dos
insetos. E pela primeira vez trouxemos evidéncias claras de que a molécula liberada na
hemolinfa de fémeas recém alimentas com sangue € um ILP, o qual pode ser reconhecido por

ILRs do intestino médio daquelas fémeas, desencadeando uma cascata de sinalizacdo celular
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que converge em direcdo a via TOR, potencializando assim o processo de alcalinizagdo

intestinal.
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7. CONCLUSOES

Neste trabalho buscamos entender e elucidar alguns passos dos mecanismos de
alcalinizacdo intestinal de fémeas de L. longipalpis, os resultados aqui obtidos nos permitiram
obter duas grandes conclusdes, sendo elas: que um dos mecanismos envolvidos no inicio do
processo de alcalinizacdo intestinal ndo tem relagdo com a natureza da molécula ingerida pelo
inseto, mas sim com o potencial osmotico que a mesma atinge no interior do intestino médio
(mostrando dependéncia com relacdo a sais, por exemplo). Contribuindo com este mecanismos,
ficou demonstrada a participagdo das aquaporinas no processo que denominamos concentragdo
do bolo alimentar, onde ocorre a retirada de dgua do lumen em direcdo ao citoplasma dos
enterdcitos, o que eleva ainda mais o potencial osmotico do contetdo intestinal. Essa diferenca
de potencial osmotico entre lumen e enterdcitos leva a uma ativacao da via TOR, levando, por
fim, a ativacdo de transportadores HCO3/ClI', elevando o pH do limen intestinal; e, por fim,
que a molécula alcalinizadora liberada na hemolinfa de fémeas recém alimentadas com sangue
tem caracteristicas de peso e resposta semelhante as insulinas e aos ILPs, nos fazendo acreditar
que tal molécula é um ILP ainda ndo caracterizado de L. longipalpis. Além disso, podemos
concluir que o mecanismo de alcalinizacdo intestinal disparado pelo desbalango osmético nao
provoca a degranulacdo de células enteroenddcrinas, nas quais encontramos as moléculas
alcalinizadoras. Isso mostra que, apesar de levarem a um mesmo proposito (a elevacéo do pH
intestinal), o desbalanco osmético e a ativacdo dos enterdcitos pelos ILPs, apresentam etapas

iniciais diferentes entre si.
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PERSPECTIVAS

- Realizar ensaios para determinar quais sdo os transportadores ou receptores envolvidos com
0 reconhecimento do desbalango osmético entre limen e enterdcitos do intestino médio das
fémeas de L. longipalpis. Uma de nossas hipoteses é que transportadores do tipo TRP-V possam

atuar nesse processo.

- Determinar o papel de outros transportadores de ions no processo de alcalinizagdo intestinal,
como por exemplo, o papel dos transportadores de Na+/K+. O papel Na+/K+-ATPase na
manutencdo de um potencial energético de membrana ja foi demonstrado nas fémeas de L.
longipalpis, porém a alta disponibilidade desses ions durante a digestdo do sangue nos faz
acreditar que os mesmos podem atuar de outras maneiras resultando numa potencializacdo da

alcalinizacéo intestinal.

- Realizar analises MS/MS daqueles peptideos recuperados de intestinos estimulados com
ionoforo de célcio e que apresentam massa/carga semelhante as insulinas, permitindo assim a

confirmagédo quanto a identidade dos mesmaos.

- Realizar ensaios de alimentacdo com solucdes hiperosmoticas de sacarose, a fim de determinar
se essa alimentacdo de alguma forma atrapalharia o processo de manutencdo de pH acido das

fémeas de L. longipalpis.

- Aminoacidos diferentes interagem de forma diferente com transportadores do intestino medio,
ativando diferentes mecanismos de alcalinizacéo intestinal, diante disso gostariamos de realizar
ensaios que nos permitam entender e elucidar os mecanismos de alcalinizacdo intestinal de

fémeas de L. longipalpis com relagdo aos aminoacidos de forma individual.

- Realizar ensaios com machos de L. longipalpis, elucidando os mecanismos de alcalinizagdo
intestinal nesses organismos, o0 que nos permitira fazer inferéncias evolutivas com relacdo aos
mecanismos de alcalinizacéo intestinal. Esses experimentos poderdo também ser realizados em
insetos ndo hematofagos (C. albipunctata), o que aumentaria o potencial comparativo dos
resultados de pH intestinal, elevando a discussdo a um nivel de adaptacdes & hematofagia dentro

de Psychodidae, por exemplo.
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- Realizar ensaios que nos permitam entender o processo de acidificacdo/re-acidificacdo do

intestino médio de L. longipalpis..
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Edited by Michael Hedrick Clogmia albipunctata (Williston, 1893) is a non-hematophagous insect belonging to the order Diptera, suborder

Nematocera (Lower Diptera) and family Psychodidae. In the present work, we investigated how C. albipunctata

Keywords: control their midgut pH under different physiological conditions, comparing their midgut physiology with some
Clogmia albipunctata nematoceran hematophagous species. The C. albipunctata midgut pH was measured after ingestion of sugar,
Hema,mphagy . protein and under the effect of the alkalinizing hormone released in the hemolymph of the hematophagous sand
Intestinal physiology . . . . . . . .

Exaptation fly Lutzomyia longipalpis obtained just after a blood meal. The midgut pH of unfed or sugar-fed C. albipunctata is
Midgut pH 5.5-6, and its midgut underwent alkalinization after protein ingestion or under treatment with hemolymph

collected from blood fed L. longipalpis. These results suggested that in nematocerans, mechanisms for pH control
seem shared between hematophagous and non-hematophagous species. This kind of pH control is convenient for
successful blood digestion. The independent evolution of many hematophagous groups from the Lower Diptera
suggests that characteristics involved in midgut pH control were already present in non-hematophagous species
and represent a readiness for adaptation to this feeding mode.

1. Introduction

Clogmia albipunctata (Williston, 1893) is a dipteran belonging to the
Lower Diptera (the ancient suborder Nematocera), infraorder Psycho-
domorpha, and family Psychodidae, and is commonly known as moth
fly, drain fly, sewer fly, or bathroom fly. Although some publications still
refer to this species as Telmatoscopus albipunctatus, C. albipunctata is
considered the valid name by most taxonomists. C. albipunctata is a
synanthropic and cosmopolitan insect with a holometabolous life cycle.
Its semi-aquatic larvae feed on decaying sludge (Jiménez-Guri et al.,
2014; Marshall, 2012). There are no descriptions in the literature about
what adults normally eat. It is likely that, in their wild condition, they
feed on nectar or other sugar-rich compounds. On the other hand, adults
may survive perfectly well, drinking only water and using the nutritional
reserves accumulated during the larval stage.

Although it is not a hematophagous insect, adult C. albipunctata may

* Corresponding author.
E-mail address: nelder@icb.ufmg.br (N.F. Gontijo).

https://doi.org/10.1016/j.cbpa.2024.111584

act as potential mechanical vectors of pathogens (Faulde and Spies-
berger, 2012, 2013), and their larvae also have the potential to cause
pseudomyiasis (El-Badry et al., 2014; El-Dib et al., 2017; Mokhtar et al.,
2016). The ancient suborder Nematocera is a paraphyletic group, and
this taxonomic category has fallen into disuse, with some authors
referring to this group as Lower Diptera (Blagoderov et al., 2007; Oos-
terbroek and Courtnety, 1995; Sinclair, 1992; Wiegmann et al., 2011;
Yeates et al., 2007). In this group of numerous insects, we find several
species with hematophagous females (6188 species in 71 genera -
Ribeiro and Arca, 2009), such as mosquitoes (Culicidae), sandflies
(Psychodidae), black midges (Simuliidae), biting midges (Ceratopogo-
nidae), and frog-biting midges (Corethrellidae). All these hematopha-
gous families belong to the Culicomorpha infraorder, except the
sandflies which are from the family Psychodidae and Infraorder Psy-
chodomorpha. Currently, there are no blood-sucking species in the
family Chironomidae (Infraorder Culicomorpha); however, some
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species in this family have well-developed mouth parts similar to those
observed in blood-sucking insects (Azar and Nel, 2012). Into the Lower
Diptera, hematophagy appeared independently in these families
(Wiegmann et al., 2011), and it is associated with the development of
oocytes inside the female ovary (Adams, 1999). The independent
appearance of hematophagy suggests adaptation readiness for this
feeding mode among the species of the group.

As a consequence of the Lower Diptera phylogenetic proximity, in-
sects within this group may share several physiological mechanisms,
including those involved in midgut functioning. For years, our research
group has been studying how some hematophagous Diptera, such as the
sand fly Lutzomyia longipalpis (Infraorder Psychodomorpha, Family
Psychodidae, Subfamily Phlebotominae) (Barguil Nepomuceno et al.,
2022; Gontijo et al., 1998; Nepomuceno et al., 2020; Santos et al., 2008,
2011, 2014), and the mosquito Aedes aegypti (Infraorder Culicomorpha,
Family Culicidae, Subfamily Culicinae) (Nepomuceno et al., 2017),
control their midgut pH in different physiological conditions. In these
studies, we observed the following pattern between the two hema-
tophagous species studied to date: The pH of the unfed female midgut is
actively maintained at 6, even when the insect is challenged by the
ingestion of buffered solutions with an alkaline pH. This pH -6.0 main-
tenance is associated with the functioning of V-ATPases, which are
present in the apical region of the midgut cells. Its function is to pump
H' ions from the midgut cell’s cytoplasm to the gut lumen whenever
necessary to bring the pH back to 6.0 (Nepomuceno et al., 2017; Santos
et al., 2008, 2011).

When females ingest blood or even purified proteins, their abdom-
inal midgut undergoes a drastic change in which the pH -6.0 mainte-
nance mechanism is turned off, and the midgut undergoes alkalinization
by a set of physiological mechanisms working together. The first
mechanism involves the CO; release from the ingested blood, a process
similar to respiratory alkalosis (Santos et al., 2008). The second involves
amino acid transporters (PAT carriers) that perform amino acid/H"
symport. In the alkalinization promoted by PAT carriers, the uptake of
amino acids into the midgut cells from blood digestion removes H' ions
from the gut lumen (Nepomuceno et al., 2020). The third mechanism
involves pumping bicarbonate ions into the lumen linked with the pH
-6.0 maintenance mechanism shuts down (Santos et al., 2008). This
third mechanism is stimulated by one or more alkalinizing hormones
released by endocrine cells of the gut (Nepomuceno et al., 2017; Santos
et al., 2008, 2011). It is possible that hormones from other endocrine
organs also influence this process (Adams, 1999; Orchard and Lange,
2006). Curiously, alkalinizing hormones from the sand fly L. longipalpis
stimulate the midgut alkalinization of female A. aegypti in ex vivo
preparations (Nepomuceno et al., 2017). This alkalinization highlights
the physiological similarity between species of different Lower Diptera
Infraorders (Psychodomorpha and Culicomorpha). No study has been
carried out involving males of these two species. Males are not hema-
tophagous and, consequently, are not vectors of vertebrate pathogens.

In the current study, we investigated some aspects of midgut pH
control in C. albipunctata with the objective of comparing a non-
hematophagous species with the two hematophagous species already
studied: L. longipalpis and A. aegypti. Our results indicate that
C. albipunctata seems similar to these hematophagous insects regarding
pH control. Considering the results, we hypothesize that midgut pH
control mechanisms among Lower Diptera may be evolutionary
conserved, at least within the Culicomorpha and Psychodomorpha
infraorders.

2. Material and methods
2.1. Insects
C. albipunctata (Williston, 1893) used in the experiments originated

from a laboratory colony obtained from insects captured in Belo Hori-
zonte, Minas Gerais, Brazil. The colony is kept at 25 °C in plastic pots
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containing sand and water. The sand is arranged at the bottom of the
recipients with an inclination, so the water covers half of its surface.
Adults captured in the bathroom or originating from the colony are
transferred to the pots where they lay eggs. In these conditions, it is not
necessary to feed them. The larvae are fed with powdered laboratory
mouse chow every three days. Probably any kind of animal lab chow will
be satisfactory. The humidity inside the pot is enough for adults to be
fine until they are transferred to the cloth cages used for sand fly
breeding (Modi and Tesh, 1983). It is sufficient to offer the adults water
soaked in cotton. The cages are placed in plastic bags with a sponge
soaked in water inside, but not in contact with the insects in the cage.
The experiments were performed with 3- to 6-day-old insects.

The sandflies L. longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) were obtained from
a laboratory colony originated in Teresina, Piaui, Brazil, and maintained
according to standard procedures as described by Modi and Tesh (1983).
Three-to-four-day-old females were used in the experiments for hemo-
lymph collection. The sand fly maintenance protocol was approved by
the ethics committee on animal experimentation (CETEA/UFMG) under
protocol number 001/2017.

2.2. Midgut pH measurement

Midgut pH measurement followed the protocol established by Gon-
tijo et al. (1998). Briefly, adult insects (males and females) were fasted
for 24 h and fed on a 30% sucrose solution through soaked cotton wool
containing 0.1% of the indicator dye bromothymol blue (Sigma-Aldrich
code 18470) (pKa = 7.4) or bromocresol purple (Sigma-Aldrich code
860891) (pKa = 6.3). The unbuffered solutions of bromothymol blue
and bromocresol purple had their pH adjusted to pH 7.5 and pH 6.5,
respectively. The next day, the insects were dissected in 0.9% saline
using a stereomicroscope, and the insect midgut color was compared
with standards containing the dyes in buffered solutions (Fig. 1). To
show that sucrose does not influence the pH control in the midgut, a
control group received only water containing either 0.1% bromothymol
blue or bromocresol purple.

In some experiments, the ingested sucrose solutions were buffered
with 30 mM HEPES (Sigma-Aldrich code 183264) at pH 7.5. These
buffered solutions were used to check whether the guts of C. albipunctata
were able to overcome the buffering capacity of these solutions and
restore the normal gut pH (pH 6.0).

To study the effect of proteins and amino acids on the C. albipunctata

pH 6
B

pHS
C 4

16

Fig. 1. Standard colors of Bromothymol Blue and Bromocresol Purple at
different pH. (A) Buffered standard solutions from pH 6.0 to pH 8.0 containing
0.1% Bromothymol Blue. (B) Buffered standard solutions from pH 5.0 to pH 7.0
containing 0.1% Bromocresol Purple. (C) Buffered standard solutions from pH
6.0 to pH 8.0 containing 0.1% Bromothymol Blue and serum. (For interpreta-
tion of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the
web version of this article.)
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gut pH, we offered the insects inactivated human serum (heated at 56 °C
for 30 min) containing 0.1% bromothymol blue (serum pH adjusted to
pH 6.0). pH measurements were estimated by comparing the color ob-
tained in dissected midguts with standard buffered solutions containing
serum (Santos et al., 2011) (Fig. 1C).

2.3. Effect of L. longipalpis hemolymph on male and female C.
albipunctata midgut pH

In our experiments, the hemolymph of female L. longipalpis was used
as a source of alkalinizing hormones. To this end, three female L. long-
ipalpis were washed with PBS containing a drop of common dish
detergent to remove the bristles. The insects were immediately washed
in saline without detergent and transferred to a microscope slide con-
taining a drop of PBS (1 pL), where their thorax was disrupted under a
dissecting microscope with care to avoid gut rupture. The hemolymph
was carefully collected with a pipette and was then applied to a dissected
midgut of male or female C. albipunctata, which was previously fed with
30% sucrose containing 0.1% bromothymol blue. Only guts that initially
had a normal pH (pH 6.0) were used in the experiments. Midgut
desiccation was avoided by placing the guts on 0.5% agarose blocks
prepared with insect saline (119.7 mmol L™ NaCl, 2.68 mmol L™! KCl,
1.36 mmol L™! CaCl,, and 0.56 mmol L™} glucose) (Santos et al., 2011).
The midgut pH was measured five minutes after hemolymph addition,
comparing the color observed in the midgut with standard pH solutions
containing the indicator dye. As a control, hemolymph collected from
unfed females was used.

2.4. Statistical analysis

The Fisher’s exact test was performed to analyze changes in pro-
portion after treatment with L. longipalpis hemolymph (Tables 3 and 4),
using the software GraphPad PRISM 7. The results were considered
significant at p < 0.05. Each insect analyzed was an independent
experiment.

3. Results

3.1. The pH of male and female C. albipunctata midguts is acidic (pH
5.5-6.0)

In line with previous work investigating the midgut pH of L. long-
ipalpis and A. aegypti (Nepomuceno et al., 2017; Santos et al., 2008), the
midgut of female C. albipunctata is acidic, with a pH between 5.5 and
6.0. Male midguts presented the same pH pattern observed for females
(Table 1). In flies that ingested water without sucrose, the pH mea-
surements generated similar results, indicating that sucrose do not in-
fluence C. albipunctata midgut pH (Table 1).

Table 1
Male and Female C. albipunctata midgut pH.
Treatment Male/ N for BP N for BB
Female
pH < pH > pH < pH >
5.5 5.5 6.0 6.0
0.1% Bromocresol Purple Male 14 1 - —
+30% Sucrose Female 15 0 — —
0.1% Bromothymol Blue Male - - 16 4
+30% Sucrose Female - - 13 2
0.1% Bromothymol Blue + Male - - 15 0
Water Female - - 9 1

The midgut pH of male and female C. albipunctata was measured after ingestion
of a 30% sucrose solution containing 0.1% of the indicator dyes bromothymol
blue or bromocresol purple, and the midgut pH was measured in males and fe-
males fed on 0.1% bromothymol blue with water. N: number of observations;
BP: bromocresol purple; BB: bromothymol blue.
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3.2. C. albipunctata midgut pH is actively maintained at 5.5-6.0

The acidic pH found in the midguts of male and female
C. albipunctata is actively maintained within the range of pH 5.5-6.0,
similarly to what was observed for other hematophagous species
(Nepomuceno et al., 2017; Santos et al., 2011). This physiological
mechanism was evident when insects were challenged with 30 mM
HEPES pH 7.5 mixed with a 30% sucrose solution containing the indi-
cator dye bromothymol blue. The mechanism responsible for pH 5.5-6.0
maintenance was able to re-acidify the buffered solution, restoring the
normal pH in both males and females. Since the crop pH is not physio-
logically controlled, the ingested HEPES solution remained at pH 7.5
(Table 2).

3.3. The gut alkalinization mechanism is activated when female C.
albipunctata ingests inactivated human serum

Male and female C. albipunctata were able to alkalinize their midguts
after ingestion of a protein-rich diet containing amino acids and proteins
such as inactivated human serum, similarly to what was observed with
female L. longipalpis and A. aegypti (Nepomuceno et al., 2017; Santos
et al., 2011). This human serum had its pH previously adjusted to pH
6.0, so any alkalinization observed in this experiment must be attributed
to a physiological alkalinization mechanism. According to the results
presented in Table 3, the observed number of alkalinized midguts was
higher in females than in males.

3.4. C. albipunctata female midguts undergo alkalization when exposed to
the hemolymph of blood fed L. longipalpis’ females

In a previous study, dissected guts of female L. longipalpis and
A. aegypti containing the indicator dye bromothymol blue and exposed
to the hemolymph of blood-fed female L. longipalpis underwent gut
alkalinization (Nepomuceno et al., 2017; Santos et al., 2011). To
investigate whether C. albipunctata has a similar pH control influenced
by the hemolymph of blood-fed L. longipalpis, male and female guts of
C. albipunctata were also exposed to L. longipalpis hemolymph. The re-
sults presented in Table 4 showed that only female midguts responded to
the L. longipalpis hemolymph, becoming more alkaline. As expected,
hemolymph from unfed L. longipalpis females was inefficient in modu-
lating C. albipunctata luminal pH.

4. Discussion

The Lower Diptera group encompasses different infraorders,
including the infraorders Culicomorpha and Psychodomorpha, corre-
sponding to many families (Oosterbroek and Courtnety, 1995; Traut-
wein et al., 2012; Wiegmann et al., 2011; Yeates et al., 2007). The
hematophagous insects included within these two important infraorders
are mosquitoes, sandflies, black midges, biting midges, and frog-biting
midges, belonging to the families Culicidae, Psychodidae, Simuliidae,

Table 2
Male and Female C. albipunctata midgut pH fed on buffered solution.
Treatment Male/ Anatomical N
Female localization -
pH < pH >
6.0 6.0
0.1% Bromothymol blue + Male Crop 0 15
30% Sucrose Midgut 14 1
Female Crop 0 20
Midgut 20 0

The pH in the midgut of sugar-fed C. albipunctata is actively maintained at 5.5-6.
The midgut pH of male and female C. albipunctata was measured after ingestion
of a 30% sucrose solution containing 0.1% of the indicator dye bromothymol
blue buffered with 30 mM HEPES pH 7.5. N — Number of observations.
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Table 3
Midgut alkalinization of male and female C. albipunctata.
Treatment Male/ Number of Number of p Value
Female observations observations
for control for HS
pH pH pH pH
< > < >
6.0 6.0 6.0 6.0
0.1% Bromothymol blue =~ Male 16 4 - - -
+30% Sucrose Female 13 2 - - —
(Control)
0.1% Bromothymol Blue = Male - - 5 10 < 0.01
+ Inactivated Human Female - - 1 12 <
Serum (HS) 0.0001

Midgut alkalinization of male and female C. albipunctata after ingestion of
inactivated human serum. The pH was measured in male and female midguts
after ingestion of a 30% sucrose solution containing 0.1% bromothymol blue
(control) or after ingestion of inactivated human serum (HS) containing 0.1%
bromothymol blue with a pH previously adjusted to 6.0. Sucrose intake does not
influence the gut pH (Table 1). For this reason, sucrose was not added to the
serum. The Fisher’s exact test was performed to compare the proportions
observed between each treatment. The p value is shown in the table.

Table 4
Midgut alkalinization under treatment with Lutzomyia longipalpis hemolymph.
Treatment Male/ N BHA N AHA p Value
Female
pH pH pH pH
< > < >
6.0 6.0 6.0 6.0

Before hemolymph Male 15 0 - - -
application Female 21 0 - - -
(Control)

After blood-fed Male - - 8 0 1
hemolymph Female - - 3 9 <0.0001
application

After non blood-fed Male - - 6 1 0.3182
hemolymph Female - - 7 2 0.0828
application

The effect of blood-fed and non-blood-fed L. longipalpis female hemolymph’s on
the midgut pH of male and female C. albipunctata. The pH was inferred based on
the color presented in the midgut lumen in comparison to standards. The control
group indicates the pH value before hemolymph application. The number of
observations in each treatment was compared with that of the control using the
Fisher’s exact test. N BHA - Number of observations before hemolymph appli-
cation; N AHA - Number of observations after hemolymph application.

Ceratopogonidae, and Corethrellidae, respectively. In hematophagous
species within these families, only females ingest blood that is used for
the development of their ovaries. According to most recent phylogenetic
studies (Hedges et al., 2015; Wiegmann et al., 2011; Yeates et al., 2007),
the insects from the Culicomorpha infraorder and Psychodidae family
(from Psychodomorpha infraorder) separated approximately 250
million years ago during the Triassic period (the timeline was calculated
at www.timetree.org/) (Kumar et al., 2017).

Despite such a long divergence period, our studies showed that the
gut physiology regarding pH control seems similar between species of
these two infraorders (L. longipalpis and A. aegypti). Interestingly, in the
current study, we showed that the non-hematophagous species
C. albipunctata might share the basic mechanisms involved in midgut pH
control with L. longipalpis and A. aegypti females. If species belonging to
two different infraorders with different eating habits have similar
characteristics regarding pH control in the midgut, these characteristics
might be evolutionarily conserved. In fact, the characteristics of the
digestive process in insects have a strong relationship with phylogeny
(Terra and Ferreira, 2020).

The pH is a characteristic of great importance for many biological
functions (Applebaum, 1985; Terra and Ferreira, 1994; Wolfson and
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Murdock, 1990). Consequently, it is finely controlled in different organs
and cellular compartments to guarantee homeostasis (Demaurex, 2002).
During digestion, the pH in the lumen of the insect digestive tract has a
central role, as digestive enzymes have maximum activity in a well-
defined pH range (Applebaum, 1985; Harrison, 2001; Terra and Fer-
reira, 1994). That is the case of the Lower Diptera. In the current study,
we observed that the midguts of male and female C. albipunctata, are
acidic, with pH around 5.5-6.0. To date, only the gut pH of female L.
longipalpis and A. aegypti had been investigated in detail (Gontijo et al.,
1998; Nepomuceno et al., 2017; Santos et al., 2008). In these blood-
sucking females, the acidic pH is related to the ingestion of plant sap,
flower nectar, and secretions from aphids, all sugar-rich diets (Gontijo
et al., 1998). One of the main classes of enzymes involved in carbohy-
drate digestion in those insects are alpha-glucosidases, which have their
maximum activity in acidic pH (Gontijo et al., 1998; Santos et al., 2011).
In C. albipunctata, both sexes have the same midgut pH value when fed
on sucrose or when insects were offered just water. That is not surpris-
ing, as C. albipunctata males and females share the same ecological niche
and therefore ingests the same type of food. Males of hematophagous
species probably have the same gut pH pattern, but this remains to be
investigated.

In Lower Diptera, midgut alkalinization after protein ingestion is
relevant because proteolytic enzymes responsible for protein digestion
(trypsin and chymotrypsin) work at an alkaline pH (Lopes et al., 2004;
Terra and Ferreira, 1994). Curiously, non-hematophagous female
C. albipunctata undergoes gut alkalinization after feeding with serum.
This alkalinization occurred when they ingested inactivated serum at
pH 6.0 (Table 3). Such alkalinization seems less effective in males. It is
not known whether C. albipunctata can digest proteins as well as female
L. longipalpis and A. aegypti (Isoe et al., 2009; Noriega et al., 2002;
Noriega and Wells, 1999; Soares et al., 2011; Telleria et al., 2007). In our
colony, C. albipunctata adults can normally reproduce by ingesting only
pure water. Although they accept a sugar meal, it seems that they prefer
water. However, they alkalinize the midgut, as hematophagous females
do after protein ingestion. In our experiments, it was necessary to force
the ingestion of serum by keeping the insects fasting for 24 h.

In unpublished experiments, we observed that C. albipunctata unfed
females present a small trypsinolytic activity in the midgut, similar to
the early trypsin from L. longipalpis (Telleria et al., 2007) and A. aegypti
(Noriega and Wells, 1999) unfed adults. Curiously, serum ingestion by
C. albipunctata, instead of promoting an increase in this activity, does the
opposite. In L. longipalpis and A. aegypti the early trypsin drops down
after blood ingestion and is substituted by a digestive trypsin (the late
trypsin). Something like this could happen when C. albipunctata ingests
proteins; the production of its early trypsin drops, but this species
probably does not have a late trypsin whose production could be acti-
vated. A study on the production of digestive proteases may clarify this
issue.

According to Yang and Davies (1968a, 1968b), sucrose and blood
digestion occur in the midguts of some species of simulids (Lower
Diptera Culicomorpha family Simuliidae), similarly as in other hema-
tophagous species such as L. longipalpis and A. aegypti. Although these
authors did not measure the pH in insects fed and not fed with blood, the
optimum pH of the enzymes responsible for sucrose and blood digestion
is 6.2 and 8.4, respectively. As in mosquitoes and sandflies, the digestion
of these nutrients is compartmentalized. While blood would be digested
in the abdominal midgut, surrounded by a type I peritrophic membrane
(Reid and Lehane, 1984), sucrose digestion would occur in the thoracic
midgut. These results indicate that the simulids abdominal midgut un-
dergoes alkalinization for blood digestion. Probably, the thoracic
midgut remains acidic during blood digestion, as in L. longipalpis (Santos
et al., 2008) and A. aegypti (Nepomuceno et al., 2017). Since the blood-
fed L. longipalpis hemolymph induces alkalinization in female
C. albipunctata and A. aegypti, we can assume that the biochemical
apparatus responsible for alkalinization via hormonal action must be
shared between these three species and is restricted to the females.
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The gut pH control mechanisms observed in our studies are only
applicable to adults of the Lower Diptera, as the immature forms are
profoundly different in relation to their morphology and physiology. In
fact, the gut morphology and physiology of A. aegypti and L. longipalpis
larvae are very different from the gut morphology and physiology of
adult insects. These larvae have a tubular midgut that is highly alkaline
in their anterior portion and practically do not stop feeding in order to
store nutrients necessary for metamorphosis (Moffett et al., 2012; Onken
et al.,, 2008, 2009a, 2009b). Their peritrophic membranes are also
tubular and are continuously formed from the anterior extremity of the
midgut (Edwards and Jacobs-Lorena, 2000; Secundino et al., 2005).
There are no published studies on digestion in C. albipunctata larvae, but
the morphology of the larval gut is very different from the morphology
of the adult gut, like what occurs between the two hematophagous
species above mentioned (our unpublished observation).

Unlike the Lower Diptera, many adult insects from the suborder
Brachycera, Infraorder Muscomorpha, and subsection Calyptratae have
gut morphology and physiology very similar to that of the larvae from
the same group (Barroso et al., 2020; Boonsriwong et al., 2011; Cezar,
2021; Terra and Regel, 1995; and our personal observation). That is the
case of Musca domestica, Chrysomya megacephala and other flies. These
insects have a relatively long and tubular midgut divided into three
portions: a slightly acidic anterior region, an acidic middle portion
(nearby pH 3), and a slightly acidic posterior portion. As larvae, the
adults present a tubular midgut with a tubular peritrophic membrane
disposed along the midgut (Waterhouse, 1953). A neotenic retention of
these larval characteristics occurred in this group of insects. To the best
of our knowledge, there is no published information on the gut
morphology and physiology of Lower Brachycera species.

Due to the physiological importance of pH in the midgut, it is actively
and finely controlled in blood-sucking insects. In these insects, the ac-
tion of proton pumps (V-ATPases) exists to reacidify the midgut if its pH
rises above pH 6.0 in insects that have not ingested blood (Nepomuceno
et al., 2017; Patrick et al., 2006; Santos et al., 2011). Our results suggest
that this fine and active control is also present in C. albipunctata males
and females, which were able to reacidify a buffered alkaline solution as
soon as it was ingested (Table 2). To be able to reacidify the midgut, V-
ATPases need to pump H' ions into the lumen. This means that these
pumps are located in the apical region of the midgut cells, as in adult
mosquitoes and in L. longipalpis (Nepomuceno et al., 2017; Santos et al.,
2008). As soon as pH 6.0 is restored, the V-ATPases stop pumping H"
ions to the lumen (Nepomuceno et al., 2017; Santos et al., 2008). In an
alkalinized midgut, V-ATPases must remain turned off; otherwise, they
would prevent lumen alkalinization and protein digestion. In L. long-
ipalpis’ midgut and probably in the other Lower Diptera adult hema-
tophagous, the membrane potential is maintained by the Nat/K'-
ATPase (Barguil Nepomuceno et al., 2022), probably localized at the
basolateral side of the midgut cells.

The maintenance of pH 6.0 indicates that C. albipunctata is physio-
logically prepared to feed on sucrose or any other carbohydrate that is
digested by alpha-glucosidases with an optimum pH of 6.0. In fact,
C. albipunctata midgut presents an alpha-glucosidase that works at pH
6.0 (data not published), such as the alpha-glucosidases observed in L.
longipalpis (Gontijo et al., 1998) and A. aegypti midguts (Nepomuceno
etal., 2017). Information on the midgut pH of Lower Diptera adults from
infraorders other than Culicomorpha and Psychodomorpha is very
scarce. Most studies were carried out with larvae, which have gut
morphology and physiology very different from adults. However, it was
possible to draw some inferences regarding the gut pH of adult insects
from other Lower Diptera infraorders. In Trichosia pubecens adults (a
Lower Diptera from Infraorder Bibionomorpha), the luminal pH in the
anterior midgut, measured with indicator dyes, is 7.4 (Espinoza-Fuentes
et al., 1984). Although slightly alkaline, the midgut is considerably more
acidic than the larval gut (pH 10.2 in its initial portion). In this sense,
this species is like A. aegypti and L. longipalpis, which have larvae with
very alkaline anterior midguts. Although the pH measured with
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indicator dyes is slightly alkaline in Trichosia pubecens, the optimum pH
of alpha-glucosidase and trehalase (pH 6.0) indicates a relatively acidic
midgut. Sometimes, the optimum pH of some glycosidases immobilized
on the midgut cells’ surface, such as the alpha-glucosidase, may differ
from the midgut pH in consequence of a buffered mucus that overlays
the midgut cells (Dias et al., 2018). That seems not to be the case with
the alpha-glucosidase encountered in the C. albipunctata midgut,
because its optimum pH and the luminal pH are coincident. In Rhyn-
chosciara americana adults (another Lower Diptera species from the
Infraorder Bibionomorpha), the luminal pH of the midgut may be
slightly acidic. Such pH can be inferred from the optimum pH of the
luminal alpha-amylase (Ferreira et al., 1993). Curiously, the Rhyncho-
sciara midgut presents a slight trypsin activity presumedly produced in
an acidic environment similar to that observed in C. albipunctata,
L. longipalpis, and A. aegypti, as mentioned above. Unfortunately, there is
also no information on what would happen to the midgut pH after
protein ingestion and no useful information in the scientific literature
about digestion in insects from other Diptera infraorders.

Evolutionary adaptations may be observed from two viewpoints: the
first involves characters shaped by natural selection for their current
function; the second describes characteristics that add adaptive value to
a given physiological function, not necessarily linked with the evolu-
tionary pressures responsible for its selection. The second perspective is
known as exaptation (Gould and Vrba, 1982). The proposition that ex-
aptation events may be involved in adaptations related to hematophagy
development arises from the fact that in the Lower Diptera, hema-
tophagy appeared in multiple and independent events (Adams, 1999;
Oosterbroek and Courtnety, 1995; Wiegmann et al., 2011). From the
parsimony perspective, the evolutionary course always follows the
pathway that needs fewer steps for a character to be established (Sober,
1983). Therefore, when the evolutionary pressure acts on a character-
istic already present in an organism, it is expected that the “evolutionary
effort” will be smaller than that used to select a new character. Based on
this, it is possible that many mechanisms present in hematophagous
insects that control gut pH after a blood meal are also present in non-
hematophagous Lower Diptera.
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ABSTRACT

The insect digestive system is divided into three sections: the foregut, the midgut, and the hindgut. Specific
subdivisions and modifications in these regions can characterize distinct insect groups, representing apomor-
phies. Since only females of hematophagous insects from nematoceran Diptera feed on blood, nearly all studies
have focused on specimens of this sex, often neglecting the studies on the males’ internal anatomy. In our studies
of Lower Diptera (Nematocera) (Lutzomyia longipalpis Lutz & Neiva, 1912, Aedes aegypti Linnaeus, 1762, and
Culex quinquefasciatus Say, 1823), we observed differences in midgut morphology between males and females. In
hematophagous species, within both Culicomorpha and Psychodomorpha, females exhibit a prominent dilation
in the posterior midgut. In contrast, in Culicomorpha males only a slight dilation in the posterior region of the
midgut was observed. For Psychodomorpha males, the midgut remained tubular and narrow throughout its
length. Interestingly, in the non-hematophagous insect Clogmia albipunctata Williston, 1893 (Diptera: Psycho-
didae) both males and females possess a tubular and narrow midgut. Our showed that the observed differences
are related to hematophagy, where all hematophagous females have a midgut with prominent posterior dilation,
while females from non-hematophagous species have a narrowed midgut. These observations, if further vali-
dated, could significantly impact future studies in insect physiology and evolutionary biology, inspiring new
research directions and methodologies.

1. Introduction

the Brachycera. Insects from the suborder Nematocera, which is not a
monophyletic group, are often referred to as Lower Diptera by dipter-

The insect digestive system is divided into three sections: foregut,
midgut, and hindgut (Forattini, 1973; Terra and Ferreira, 2005; 1994).
Specific subdivisions and modifications within these regions can char-
acterize taxonomically distinct insect groups, representing apomorphies
(Chapman, 1998; Lehane, 1992).

The order Diptera is one of the principal holometabolous orders,
comprising between 400.000 and 800.000 species (Marshall, 2012),
where several families with hematophagous species are found (Psy-
chodidae, Culicidae, Corethrellidae, Ceratopogonidae, Simuliidae,
Athericidae, Tabanidae, Muscidae, Glossinidae, Hippoboscidae, Stre-
blidae, and Nycteribiidae) (Malta, 2021; Wiegmann et al., 2011). In
addition to these families, there is a report about the family Chirono-
midae (Azar et al., 2023; Azar and Nel, 2012), a family that possibly lost
species with hematophagic habits throughout their evolutionary history.
Dipterans are historically divided into two suborders: Nematocera and

* Corresponding author.
E-mail address: nelder@icb.ufmg.br (N.F. Gontijo).
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ologists (Lambkin et al., 2013; Wiegmann et al., 2011; Yeates et al.,
2007).

Given their importance as vectors, many hematophagous Lower
Diptera have been extensively studied. Among the hematophagous
species, only the females feed on blood; consequently, almost all pub-
lished studies have focused on females. Mosquitoes of the family Culi-
cidae (Infraorder Culicomorpha) and sandflies of the family
Psychodidae (Infraorder Psycodomorpha) are among the most studied
species.

Our research group has been conducting studies on the control of
intestinal pH in some species of hematophagous Lower Diptera. Since
females are vectors, our research has primarily focused only on them
(Gontijo et al., 1998; Nepomuceno et al., 2017; Santos et al., 2008;
2011). Recently, we began collecting data on the control of intestinal pH
in males (unpublished data) and were surprised to find significant
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differences in midgut morphology between males and females. The
midgut of hematophagous females is divided into the tubular and nar-
row anterior midgut and the dilated posterior midgut, where ingested
blood accumulates. In contrast, the midgut of males from hematopha-
gous species such as Lutzomyia longipalpis is tubular and narrow along its
entire length. At the same time, Aedes aegypti and Culex quinquefasciatus
show a slight dilation in the posterior region. In the scientific literature,
studies performed with species of hematophagous Culicomorpha, pre-
senting photographs in which it is observed the female midgut gross
morphology pattern for some species in genus Aedes, Culex, and
Anopheles (Hecker, 1977; Janeh et al., 2017; 2019; Park and Shaha-
buddin, 2000), but they do not draw attention to the differences be-
tween males and females. In the supposed hematophagous mosquito
Lutzia bigoti Bellardi, 1862, both sexes have this dilation in the posterior
midgut; however, the dilated region in females is proportionally greater
than in males, resembling species that are undoubtedly hematophagous
(Rocha and Martins, 2024). Other studies focusing on Psychodomorpha
midgut morphology are rare and focus only on female vectors of leish-
maniasis (Jobling, 1987; Secundino et al., 2005). In these studies, the
posterior midgut have the dilation characteristic of hematophagous
species.

When investigating the non-hematophagous Lower Diptera species
Clogmia albipunctata (Malta, 2021; Malta et al., 2024), we observed no
morphological differences between the midgut of males and females. In
both sexes, the midgut is tubular and narrow throughout its length. In
another study concerning the non-hematophagous mosquito Toxo-
rhynchites theobaldi Dyar & Knab, 1906, it was observed a narrow and
long anterior midgut and a slight dilation in the posterior midgut in both
sexes (Godoy et al., 2015); however, this dilation is less prominent when
compared to the posterior midgut dilation observed in hematophagous
females.

The objective of this work is to study the differences observed be-
tween the midguts of hematophagous (L. longipalpis, A. aegypti and
C. quinquefasciatus) and non-hematophagous (C. albipunctata) males and
females and to propose the hypothesis that such differences are likely a
characteristic related to the diet of Lower Diptera. This enables us to
make an evolutionary inference about hematophagy.

2. Material and methods
2.1. Insects

The experiments were performed with 3- to 6-day-old insects for all
species. Thirty male midguts and thirty female midguts for each species
were dissected, and one midgut from each group was used for
photography.

C. albipunctata (Williston, 1893) used in the experiments originated
from a laboratory colony (Laboratério de Fisiologia de Insetos Hema-
téfagos — LFIH — ICB/UFMG) established from insects captured in Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brazil. The colony is maintained at 25 °C in
plastic pots containing sand and water. Adults captured in a bathroom or
originating from the colony were transferred to the pots, where they lay
eggs. Under these conditions, feeding the adults in not necessary. The
larvae are fed with powdered laboratory mouse chow every three days.
The humidity inside the pot is sufficient to sustain the adults until they
are transferred to the cloth cages used for sand fly breeding (Modi and
Tesh, 1983). The adults are provided with water-soaked cotton. The
cages are placed in plastic bags with a sponge soaked in water but the
sponge does not contact the insects in the cage.

Lutzomyia longipalpis sandflies (Lutz & Neiva, 1912) were obtained
from a laboratory colony originated in Teresina, Piaui, Brazil, and
maintained according to standard procedures described by Modi and
Tesh (1983).

The A. aegypti (Rockefeller lineage) and C. quinquefasciatus mosqui-
toes (sourced from a field population in Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brazil) were both from laboratory colonies. These colonies were
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maintained following protocols established by de Melo Lara et al., 2021;
Nepomuceno et al., 2017. The mosquitoes were housed in plastic cages
and kept at a temperature of 27 °C with a relative humidity of 75 %.

The maintenance protocol for the hematophagous insects was
approved by the ethics committee on animal experimentation (CETEA/
UFMG) under protocol number 001/2017.

2.2. Dissection and photo documentation

Males and females of all species studied (L. longipalpis, A. aegypti, C.
quinquefasciatus, and C. albipunctata) were dissected using a stereoscopic
microscope. The guts were photographed immediately after dissection
using a Canon EOS Rebel camera and compared with one another.
Standardized scales were obtained using ImageJ software.

3. Results

In females of L. longipalpis, A. aegypti, and C. quinquefasciatus, the
midgut can be morphologically divided into two sections: the anterior
midgut and the posterior midgut (Figs. 1-3).

The anterior midgut is characterized by being long and tubular,
maintaining a reduced diameter from beginning to end. In some species
there is a slight dilation near the cardia in the anterior midgut (Figs. 1
and 2), but the presence or absence of this dilation is unrelated to the
feeding habit. For this reason, this feature is not emphasized here. In
contrast, the posterior midgut is characterized by having an evident
dilation, occupying approximately 2/3 of the total size of the female
midgut in L. longipalpis and about 1/2 of the midgut size in females of
A. aegypti and C. quinquefasciatus (Figs. 1-3). In hematophagous females,
the posterior midgut stores blood. The midgut of C. albipunctata females
has no evident division between the anterior and posterior midguts
(Fig. 4).

The male midguts of both hematophagous and non-hematophagous
species do not exhibit significant dilation (Figs. 1-3). Although in
Culicomorpha, the male midgut shows a slight dilation in the posterior
midgut, this dilation is much smaller than in the posterior midguts of
hematophagous females (Figs. 2 and 3). In males of the non-
hematophagous species C. albipunctata, the entire midgut is thin and
tubular, resembling what has been described for females of this species
(Fig. 4).

4. Discussion

The results presented here show that hematophagous females from
Lower Dipterans (at least in the infraorders: Culicomorpha and Psy-
chodomorpha) have an evident dilation in their posterior midgut, a
morphological difference probably related to the insect’s diet. Accord-
ingly, various photographs and observational drawings from different
publications support the results. In fact, we can observe evident dilations
in hematophagous females such as in L. bigoti Bellardi, 1862; (Rocha and
Martins, 2024), in Culex pipiens Linnaeus, 1758 (Janeh et al., 2019), in
Aedes albopictus Skuse, 1984 (Janeh et al., 2017), in Phlebotomus
duboscqi Neveu-Lemaire, 1906 (Secundino et al., 2005), in Anopheles
gambiae Giles, 1902 (Park and Shahabuddin, 2000), in Culicoides nube-
culosus Meigen, 1830 (Megahed, 1956), and in Phlebotomus papatasi
Scopoli, 1786 and Simulium sp. (Jobling, 1987). We had the opportunity
to observe the midgut of a Ceratopogonidae female from the genus
Culicoides, and it has the characteristic dilation of hematophagous fe-
males (unpublished data). This observation corroborates the findings for
females of this group (Megahed, 1956). Unfortunately, there is no in-
formation about the males. Between the non-hematophagous species,
the absence of an evident dilation can be observed in T. theobaldi females
(Godoy et al., 2015).

Publications involving males from hematophagous species are less
frequent. Still, the morphology of the midgut with a less-evident dilation
in the posterior midgut is reported in some publications above
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Fig. 1. Lutzomyia longipalpis midgut. (A) As they belong to a hematophagous species, L. longipalpis females present a dilation in the posterior midgut. (B) Conversely,
males have a tubular and narrow midgut along its length. The scale in the lower right corner of both images is equivalent to 1 mm. D: Diverticulum; Ca: Cardia; AM:
Anterior midgut; PM: Posterior midgut; MT: Malpighian tubules; MG: Midgut; H: Hindgut; FR: Female reproductive system; MR: Male reproductive system.

Fig. 2. Aedes aegypti midgut. (A) As they belong to a hematophagous species, A. aegypti females present a prominent dilation in the posterior midgut. (B) Conversely,
males have a tubular and narrow anterior midgut and a slight dilation in the posterior midgut. The scale in the lower right corner of both images is equivalent to 1
mm. D: Diverticulum; Ca: Cardia; AM: Anterior midgut; PM: Posterior midgut; MT: Malpighian tubules; MG: Midgut; H: Hindgut; FR: Female reproductive system;

MR: Male reproductive system.

Fig. 3. Culex quinquefasciatus midgut. (A) As they belong to a hematophagous species, C. quinquefasciatus females have a prominent dilation in the posterior midgut.
(B) Conversely, males have a tubular and narrow anterior midgut and a slight dilation in the posterior midgut. The scale in the lower right corner of both images is
equivalent to 1 mm. D: Diverticulum; Ca: Cardia; AM: Anterior midgut; PM: Posterior midgut; MT: Malpighian tubules; MG: Midgut; H: Hindgut; FR: Female

reproductive system; MR: Male reproductive system.

mentioned (Janeh et al., 2017; 2019; Park and Shahabuddin, 2000). A
similar structure is present in the midguts of non-hematophagous males,
such as in T. theobaldi (Godoy et al., 2015) and Corynoneura scutellata
Winnertz, 1846 (Veko and Polilov, 2020). A slightly dilation in the male
posterior midgut seems to occur only in species from infraorder Culi-
comorpha. Clogmia albipunctata males do not have such slight dilation
(Fig. 4).

In hematophagous females, the dilation in the midgut is a crucial
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adaptation. It is related to how much blood these insects ingest, reducing
environmental exposure and the host’s defensive behavior. For tempo-
rary ectoparasites, the act of visiting the host for blood meals is not just
dangerous; it’s a life-threatening task. To overcome this, an effective
strategy should include maximizing nutrient ingestion rates and mini-
mizing host contact time (Lehane, 2005).

Our research on the implications of midgut morphology on feeding
behavior and host interaction in hematophagous females underscores
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Fig. 4. Clogmia albipunctata midgut. (A) As they are not hematophagous species, C. albipunctata females present a tubular and narrow midgut along its length; (B) a
similar morphology is observed in males. The scale in the lower right corner of both images is equivalent to 1 mm. D: Diverticulum; Ca: Cardia; MG: Midgut; MT:
Malpighian tubules; MG: Midgut; H: Hindgut; FR: Female reproductive system; MR: Male reproductive system.

the urgency of our work in understanding these complex interactions.
Our hypothesis that the dilation observed in females is related to hem-
atophagy gains strength when we consider the male midgut
morphology, which does not have the prominent dilation found in he-
matophagous females.

In Lower Diptera, regardless of their sex or whether they are hema-
tophagous or not, we can find physiological differences between the
anterior and posterior midgut. In fact, the activity of the enzyme alpha-
glucosidase is considerably greater in the anterior midgut of A. aegypti
(Nepomuceno et al., 2017) and L. longipalpis (Gontijo et al., 1998; Santos
et al., 2008). The pH in the midgut of Lower Diptera is relatively acidic
(pH 6), the optimum pH for alpha-glucosidase. This enzyme is respon-
sible for carbohydrate digestion, such as sucrose. The distribution of
alpha-glucosidase in the midgut of male and female C. albipunctata also
follows this same pattern (Malta, 2021).

In comparison, the production of enzymes responsible for the blood
digestion in hematophagous females occurs in the posterior midgut, a
site that undergoes alkalinization shortly after blood ingestion
(Nepomuceno et al., 2017; Santos et al., 2008; 2011). Enzymes with an
alkaline optimum pH, such as trypsin and chymotrypsin, require an
alkaline pH for blood digestion.

When considered together, our findings confirm that the dilation
observed in the midgut of hematophagous females is an adaptation to
hematophagy. Some authors argue that hematophagy was the ancestral
form of feeding among the Culicomorpha given the number of hema-
tophagous families in this infraorder (Grimaldi and Engel, 2005; Ribeiro
et al., 2010); however, this perspective is not universally accepted
(Wiegmann et al., 2011). In adult Toxorhynchites, the phytophagy rep-
resents the ancestral condition among mosquitoes. In addition, the his-
tology of the gastric ceca of larvae also suggests that Toxorhynchites have
the basal condition (Godoy et al., 2023). These considerations are in line
with the proposal by Wiegmann et al. (2011) that hematophagy is not
the ancestral condition. As Lukashevich and Mostovski (2003) point out,
the existing fossil record is insufficient to definitively settle this debate.
Interestingly, for infraorder Psychodomorpha, our observations lead us
to agree that hematophagy is the derived character within the group
(Wiegmann et al., 2011), since for the non-hematophagous species no
dilation was observed in the midguts of males and females.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
Lutzomyia longipalpis
Intestinal flow

Lutzomyia longipalpis Lutz & Neiva, 1912 (Diptera, Psychodidae), is the primary vector of Leishmania infantum
Nicole, 1908, the etiological agent of American visceral leishmaniasis. During their development, sandfly larvae
pass through four instars, consuming soil particles enriched with microorganisms and decomposing organic
material. In numerous insect species, the intestinal epithelium not only secretes digestive enzymes and absorbs
digested nutrients but also carries out additional functions, such as regulating luminal pH and facilitating the
absorption or secretion of ions and water. The transport of ions and water plays a crucial role in the estab-
lishment of a countercurrent flow responsible for recycling soluble digestive enzymes. This study aimed to
explore specific aspects of digestion in L. longipalpis larvae that remain poorly understood. We measured the
intestinal flow within the endoperitrophic space, which varied depending on the type of diet offered to the
larvae, with an average total time of 191 min. Additionally, we demonstrated the countercurrent flow in
L. longipalpis larvae. Finally, we showed that the production of digestive enzymes can be modulated by nutrient
availability, particularly by the amino acids in the larval diet. The higher the amino acids concentration, the
higher the trypsin activity. On the other hand, the aminopeptidase activity was poorly influenced by the amino

Countercurrent flux
Enzymes
Diet

acids concentration.

1. Introduction

In many insect species, the intestinal epithelium performs several
other functions besides secreting digestive enzymes and absorbing
digested nutrients, including regulating luminal pH and the absorption
or secretion of ions and water. pH regulation is crucial for the proper
functioning of digestive enzymes. Ion and water transport are essential
for the transport of digested nutrients and the creation of a counter-
current flow, which enables the recycling of digestive enzymes in insects
with a tubular gut and a type II peritrophic membrane (Holtof et al.,
2019; Terra and Ferreira, 2020).

In general, the countercurrent flow functions as follows: while ions
(especially Na*, K*, and CI) and water absorption occur in the anterior
region of the midgut, the opposite happens in the posterior portion of the
midgut, where some ions and water are secreted. This phenomenon
creates a flow within the ectoperitrophic space, moving from the pos-
terior to the anterior region of the midgut. In contrast, within the

* Correspondent author.
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1 Authors have the same contributions.
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endoperitrophic space, the flow of ingested materials and digestion
remnants moves in the opposite direction, enclosed by the peritrophic
membrane, from the anterior to the posterior portion of the midgut.

Any soluble digestive enzyme produced by enterocytes and released
into the ectoperitrophic space is carried by the ectoperitrophic flow to
more anterior portions of the midgut, from where it can diffuse into the
endoperitrophic space to act on the digestion of various macromole-
cules. Since the flow within the endoperitrophic space is directed toward
the posterior region, these enzymes would ultimately be discarded in the
feces if they did not diffuse back into the ectoperitrophic space. From
there, they are carried back to the anterior regions by the countercurrent
flow, allowing them to be reused (Terra and Ferreira, 2020).

Berridge (1970) unraveled this mechanism through the analysis of
data previously obtained by Wigglesworth (1933) and Treherne (1959).
Later, other authors recognized the importance of countercurrent flow
in recycling digestive enzymes (Terra and Ferreira, 2020, 1981).

Currently, the countercurrent mechanism has been observed in
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insects from different orders, such as dipteran larvae, lepidopteran
larvae (Barroso et al., 2020; Bolognesi et al., 2008; Bolognesi et al.,
2001), coleopteran larvae (Caldeira et al., 2007; Ferreira et al., 2002),
orthopterans (Biagio et al., 2009), and phasmids (Monteiro et al., 2014).
Hemipterans are an exception, as they lack a peritrophic membrane
(Terra and Ferreira, 2020).

The presence of nutrients in the intestinal lumen can be detected by
intestinal cells. Nutrients such as monosaccharides and amino acids can
be sensed by enterocytes after being transported into the cytoplasm,
where they directly or indirectly interact with the TOR pathway
(Brandon et al., 2008; Gulia-Nuss et al., 2011; Silva Fernandes et al.,
2020).

The TOR pathway comprises a complex intracellular signaling sys-
tem present in eukaryotic cells, functioning through the activation or
inhibition of kinases regulated by nutrient availability and hormonal
stimuli (Gonzalez and Rallis, 2017). It plays a key role in regulating
growth and cell cycle progression and is crucial in the autophagy pro-
cess, integrating signals such as growth factors and nutrient availability
(De Virgilio and Loewith, 2006; Fingar and Blenis, 2004). In the insect
gut, the TOR pathway can regulate the synthesis of digestive enzymes, as
seen in the production of trypsin in female mosquitoes Aedes aegypti
Linnaeus, 1762 (Brandon et al., 2008) and the sandfly L. longipalpis
(Silva Fernandes et al., 2020).

Another way to detect the presence of nutrients may directly involve
enteroendocrine cells scattered throughout the digestive tract. The
mechanism by which enteroendocrine cells sense nutrients may involve
gustatory-like receptors (Chopra et al., 2022; Park and Kwon, 2011).

In response to nutrient intake, these cells can release various hor-
mones into the hemolymph. These hormones act on receptors located in
the basolateral region of enterocytes and intestinal muscle cells, thereby
modulating their function. Hormones released by the nervous system
and gonads can also influence the activity of enterocytes and intestinal
muscle cells (Chopra et al., 2022; Orchard and Lange, 2024; Wu et al.,
2020).

The model insect used in the present study was the sandfly
L. longipalpis (Diptera, Psychodidae), an essential vector of Leishmania
infantum, the American visceral leishmaniasis etiological agent. During
development, sandfly larvae go through four larval instars and feed on
soil particles rich in microorganisms, decomposing organic matter
(REGO and SOARES, 2021; Soares and Turco, 2003). These larvae have
a simple digestive tract (Fig. 1) consisting of a short esophagus followed
by the cardia, which separates the midgut from the anterior regions. The
tubular midgut is the largest portion of the digestive tract, lacks caeca,
and has a type II peritrophic membrane that separates the

1 mm

Fig. 1. Digestive tract of Lutzomyia longipalpis larvae. Complete digestive sys-
tem of L. longipalpis larvae with its subdivisions: FG- Foregut; MG- Midgut; HG-
Hindgut; MT — Malpighian tubes. The photo highlights the food content, which
is visible in the intestine. Photo by Nelder Gontijo.
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endoperitrophic space from the ectoperitrophic space, which is highly
visible in this species (Fazito do Vale et al., 2007), suggesting an intense
countercurrent flow. The pylorus is at the end of the midgut, from which
four Malpighian tubules emerge, leading to a short, thin hindgut that
terminates in prominent rectal pads.

This study aimed to explore the unclear aspects of digestion in
L. longipalpis larvae. We measured the intestinal flow within the endo-
peritrophic space and demonstrated the countercurrent flow that re-
cycles soluble digestive enzymes. Additionally, we showed that the
production of these enzymes can be influenced by nutrient availability,
particularly amino acids.

2. Materials and methods
2.1. Insects

L. longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) insects from a colony originating
in Teresina, Piaui, Brazil, were reared according to the methodology
proposed by Modi and Tesh, (1983). The Ethics Committee on Animal
Experimentation (CETEA/UFMG) approved the Hematophagy proced-
ure under protocol number 001/2017. In the experiments, two different
types of food were used for feeding L. longipalpis larvae. The first type,
Food-1, based on the formulation proposed by Modi and Tesh (1983),
was prepared by mixing one part worm humus, one part powdered
rabbit chow (any commercial brand), and one part ground rabbit feces
(v/v). Any brand of rabbit chow could be used. After mixing the in-
gredients and moistening them with a water spray bottle, the mixture
was stored in an aerated plastic container for approximately three
months, during which most of the organic matter decomposed and mi-
croorganisms, especially fungi, proliferated. During the preparation
period, the mixture was stirred and moistened as needed. After this
period, the resulting material was finely ground, sieved, and offered to
the larvae as food. The second type, Food-2, was prepared from finely
ground cereal flakes (Neston®). The color of Food-1, which contains
worm humus, is dark brown, and Food-2, which is based on cereal
flakes, is light-colored. This color difference facilitates the observation
of the movement of ingested material inside the gut (Fig. 2, A-B).

The larvae were reared in plastic containers lined with a layer of
moistened plaster (Modi and Tesh, 1983). During the experiments, the
larvae were kept in the same environment, where they were provided
with diets of different nutritional mixtures.

2.2. Intestinal flow measurement

The L. longipalpis larvae have a semitransparent tegument, allowing
visualization of their intestinal contents under a stereoscopic micro-
scope (Fig. 2, C-D). This visualization is easier in L3 larvae. To measure
the luminal flow, a group of L3 larvae was fed Food-2, which has a
lighter color. Once the intestinal content appeared completely light, the
larvae were transferred to Food-1, which is darker in color. Following
this procedure, the larvae were observed to measure the time required
for their guts to acquire the dark coloration characteristic of Food-1
throughout the entire gut.

The same procedure was conducted with another group of larvae
whose intestinal contents were filled with Food-1. These larvae were
then offered Food-2, and the time taken for their intestinal contents to
turn light in color was measured. During the experiments, the larvae
were kept at 25 °C in containers lined with a layer of plaster necessary to
maintain a suitable environmental humidity. Some larvae were placed
in a plaster-lined container with no provided food.

2.3. Preparation of different food blends
Food-1 was enriched with a precise mixture of 18 amino acids in

some experiments. This diet was prepared by mixing 95 g of Food-1 with
5 g of an 18-amino-acid mixture in proportions as in Schneider’s
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Fig. 2. The foods used in the experiments and L3 larvae of Lutzomyia longipalpis: (A) Food-1. (B) Food-2. (C) L3 larvae fed with Food-1. (D) L3 larvae fed with Food-2.

commercial culture medium for insect cells. To prepare 100 g of the
amino acid mixture, each individual amino acid was measured with
precision: 31 mg of cysteine, 251 mg of alanine, 301 mg of arginine, 198
mg of aspartic acid, 389 mg of glutamic acid, 902 mg of glutamine, 121
mg of glycine, 389 mg of histidine, 77 mg of isoleucine, 77 mg of leucine,
825 mg of lysine, 77 mg of methionine, 851 mg of proline, 121 mg of
serine, 172 mg of threonine, 51 mg of tryptophan, 21 mg of tyrosine
2Na™.H,0, and 146 mg of valine. These amino acids were mixed with
95 g of Food-1 and ground to obtain a homogeneous mixture. Another
mixture containing 25 % amino acids was also prepared, maintaining
the above proportions.

In other experiments, Food-1 was mixed with different proportions of
Food-2 on a weight-to-weight basis.

2.4. Inference of the countercurrent mechanism

Determining countercurrent flow was based on the methodology
employed by Barroso et al. (2020). A mixture of Food-1 with Trypan
Blue dye was prepared by mixing 1 g of Food-1 with 10 mg of Trypan
Blue. To prepare the mix, the Trypan Blue dye was first dissolved in
distilled water (200 pL), and this solution was added to Food-1 to pro-
duce a homogeneous mixture. After drying, the prepared mixture was
offered to a group of larvae in a moistened plaster-lined container. After
approximately 20 h, the dye diet had filled the entire intestinal tract.

The larvae were then washed to remove dye-containing food parti-
cles from their tegument and immediately frozen in liquid nitrogen.
After freezing, each larva was divided into portions, leaving half the
midgut in each segment. Before thawing, pools containing the equiva-
lent of ten halves were transferred to tubes containing 300 pL of 0.9 %
saline, where they were macerated and centrifuged. Two hundred and
fifty microliters of the supernatant from each pool were then transferred
to a 96-well plate, and absorbance was measured at 592 nm.

Trypan Blue dye, which is soluble and low molecular weight, crosses
the peritrophic membrane and diffuses into the ectoperitrophic space.
The presence of countercurrent flow results in the anterior portion of the
larval midgut accumulating more dye than the posterior portion.

2.5. Engzymatic assays

2.5.1. Trypsin assay

L3 larvae were transferred from the rearing containers to another
container containing different mixtures they were to ingest. The
composition of the diet varied depending on the experiment, and the
larvae remained there for at least 4 h before being used in the assays.
After ingesting the material provided, the larvae were dissected under a
stereoscopic microscope in 0.9 % saline, and their guts were transferred
in pairs to microcentrifuge tubes containing 100 uL of 0.9 % saline and
kept on ice until dissections were complete. Each tube, containing two
guts, was placed in an ultrasonic bath and sonicated for at least 15 s until
the guts were completely disrupted. The tubes were centrifuged at 4,000
G at 4 °C for 4 min. Fifty microliters of each supernatant, containing
material equivalent to one gut, were used in the assays.

The assays were performed in 96-well plates to which 100 pL of 0.1
M Tris/HCI buffer at pH 8.5, 50 uL of the sample (material equivalent to
one gut), and 30 pL of saline were added. The plate was placed in a plate
reader (VersaMax, Molecular Devices) and incubated for 5 min at 30 °C.
The reaction was initiated by adding 20 uL of L-BApNA substrate (10
mM) dissolved in DMSO (final concentration of 1 mM), making a total
volume of 200 pL. The plate was immediately shaken for 5 s, and
readings were taken at 410 nm in kinetic mode every 30 s. For the blank,
the sample was replaced with an equal volume of saline. Results were
expressed as milliunit of enzyme (mU). One enzyme unit (U) is the
amount that hydrolyzes one pmol of substrate per min.

2.5.2. Aminopeptidase assay

L3 larvae were transferred from the rearing containers to another
containing different materials they were to ingest. The diet composition
varied depending on the experiment, and the larvae remained in the
container for at least 4 h before being used in the assays. The larvae were
then dissected in 0.9 % saline, and their guts were cut in half and washed
to remove their contents. Two posterior midgut halves from two larvae
were placed in a microcentrifuge tube containing 200 uL of 0.9 % saline
and 1 % Triton X-100. The tubes were sonicated for 5 s, causing the guts
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to break apart. Each tube was then centrifuged at 12,000 g at 4 °C for 5
min, and 50 pL of the supernatant, equivalent to 0.25 guts, were used in
the assays. The posterior midgut was chosen because aminopeptidases
are attached to the microvilli of enterocytes in this region (Fazito do
Vale et al., 2007).

The assays were prepared in 96-well plates, to which 100 pL of 0.1 M
Tris-HClI buffer at pH 7.5, 50 pL of sample (equivalent to 0.25 guts), and
30 uL of distilled water were added. The plate was pre-incubated in the
microplate reader at 30 °C for 5 min, and the reaction was initiated by
adding 20 pL of L-Alanine p-nitroanilide substrate (10 mM) dissolved in
DMSO (final concentration of 1 mM), making a total volume of 200 pL.
The plate was immediately shaken for 5 s, and readings were taken every
30 s in kinetic mode at a wavelength of 415 nm. For the blank, the
sample was replaced with an equal volume of saline. Results were
expressed as milliunit of enzyme (mU).

2.6. Total protein dosage

The proteins in Food-1 and Food-2 were pre-solubilized in 0.9 %
alkaline saline. Two hundred fifty milligrams of diet were added to 1 mL
of 0.9 % saline, which was alkalinized with NaOH to a pH of 11.5. The
mixture was stirred, heated to 50 °C for 10 min, cooled, and centrifuged
at 4,000 G for 2 min.

Total protein content was quantified using 25 uL of the supernatant
and 25 pL of supernatant diluted 1:1 in saline, following the protocol of
the BCA1-KIT (Sigma). Onto the samples pipetted into a 96-well plate,
200 pL of reagent mixture was added. The plate was incubated at 37 °C
for 30 min and read at 562 nm. The blank consisted of 25 uL of saline in
place of the samples, and bovine serum albumin dilutions were used as
standards.

2.7. Free amino acid dosage

Free amino acids were solubilized by resuspending 25 mg of each
diet in 1 mL of saline. The tubes were then heated for 10 min at 100 °C in
a water bath, shaken, and centrifuged at 4,000 G for 2 min. The super-
natant was used for the assays.

Total amino acids were measured using a protocol adapted from
Starcher (2001) and Haeger et al. (2022). The reagent mixture was
prepared immediately before use to prevent oxidation. One hundred
milligrams of ninhydrin were dissolved in 3.75 mL of ethylene glycol
and 1.25 mL of 4 M sodium acetate buffer at pH 5.5. To this solution,
125 pL of a SnCly-H50 solution (25 mg of SnCly-H20 dissolved in 250 L
of ethylene glycol) was added. The final mixture exhibited a slightly
reddish color. The first reaction was carried out in microcentrifuge
tubes, where 10 pL of the samples were mixed with 100 pL of the reagent
mixture and heated in a water bath at 100 °C for 10 min. In the second
step, 25 pL of each reaction product was transferred to a 96-well plate
containing 225 uL of 100 mM sodium tetraborate buffer at pH 10. After
thorough mixing, the plate was read at 570 nm using a plate reader. Ten
microliters of saline were used as the blank, and 10 uL of 2 mM alanine
(0.02 umoles of alanine) was used as the standard.

2.8. Statistical analyses

All statistical analyses were performed using GraphPad PRISM 7
software. For results involving the comparison of intestinal flow time
between different diets, a Student’s t-test was used. For trypsin and
aminopeptidase activity assays, as well as protein and amino acid
quantification, Two-way ANOVA with Bonferroni post hoc tests was
applied. In experiments determining intestinal flow time and demon-
strating countercurrent flow, a Student’s t-test was conducted on paired
observations. Results with p < 0.05 were considered significant.
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3. Results
3.1. Intestinal flow measurement

Food-1 (Black) and Food-2 (White) were offered to two groups of L3
larvae. The larval guts could be observed through their semitransparent
tegument. Once their guts were completely filled with the initially
provided diet, the larvae were transferred to the other type of diet, and
the time required for the initially ingested diet to be replaced by the new
one was measured.

According to the results presented in Fig. 3, the average time
required for Food-1 (Black) to be replaced by Food-2 (White) was 214 +
48 min, while the time for Food-2 to be replaced by Food-1 was 171 +
29 min. This suggests that the nutritional value or composition of the
ingested material may influence the speed of intestinal transit. It is
worth noting that, during feeding, no part of the larval guts undergoes
distension, and there is no region where ingested food can be stored
(Fig. 1).

Since the proportion of nutrients and inert mineral components, such
as silica and other minerals, likely varies in the materials ingested by
sandfly larvae under natural conditions, an average of these times better
reflects the intestinal flow in L3 larvae of L. longipalpis (191 + 45 min).

Interestingly, when larvae are transferred to an environment without
any food, luminal flow ceases. In other words, without a feeding stim-
ulus, the larvae stop moving ingested material within their guts. This
observation was confirmed through an experiment in which 18 larvae
were placed in a moistened plaster container without any diet. None of
the larvae defecated their previously ingested material during a
maximum observation period of 24 h (the larvae were observed at 1, 2,
4, and 24 h after being transferred to the food-free environment).

3.2. Regulation of trypsin production by ingestion of different nutrients

Trypsin is one of the main digestive enzymes in L. longipalpis larvae
(Fazito do Vale et al., 2007). Its activity was measured in L3 larvae after
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Fig. 3. Measurement of intestinal flow in Lutzomyia longipalpis’ L3 larvae. To
measure luminal flow, a group of L3 larvae was fed with Food-2 (light). Once
their intestinal contents appeared completely light, the larvae were transferred
to Food-1 (dark), and the time required for their guts to fully acquire the dark
color of Food-1 was measured (Group 1: n = 12). For another group of larvae,
whose intestinal contents were filled with Food-1, the same procedure was
performed, but they were fed with Food-2 instead (Group 2: n = 10). Similarly,
the time required for their intestinal contents to become light was recorded. The
Shapiro-Wilk normality test was conducted for both groups, followed by the
Student’s t-test for unpaired samples. Differences were considered significant at
p < 0.05.
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ingesting different nutritional compositions. These conditions included
the ingestion of pure Food-1, Food-1 enriched with amino acids, Food-1
supplemented with glucose, pure Food-2, or mixtures of Food-1 and
Food-2 in varying proportions. Trypsin activity was also measured
during the phase when larvae were preparing to molt from L3 to L4. In
this latter condition, the larvae had stopped feeding and emptied their
guts.

According to the results shown in Fig. 4, A-C, trypsin production
nearly ceased in larvae that had emptied their guts in preparation for
molting. Larvae that ingested only Food-1 showed trypsin activity of
0.02 £ 0.0033 mU/gut. When larvae consumed Food-1 containing 5 %
of an amino acid mixture, trypsin activity increased to 0.05 + 0.005
mU/gut, indicating that increased amino acid intake enhances trypsi-
nolytic activity. A higher proportion of amino acids further increased
trypsin production. With 25 % amino acids, the activity reached 0.058
+ 0.009 mU/gut. A non-significant increase in activity. Adding 5 %
glucose to Food-1 did not significantly alter trypsinolytic activity
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compared to larvae fed only with Food-1 (0.02 + 0.0033 versus 0.022 +
0.008 mU/gut, respectively). Trypsinolytic activity was also measured
in L3 larvae, which fed mixtures with varying proportions of Food-1 and
Food-2. The activities were 0.015 + 0.002 mU/gut for Food-1 with 5 %
Food-2, 0.029 + 0.004 mU/gut for Food-1 with 30 % Food-2, 0.07 +
0.016 mU/gut for Food-1 with 50 % Food-2, 0.1 + 0.02 mU/gut for
Food-1 with 70 % Food-2, and 0.099 + 0.017 mU/gut for pure Food-2.
These results indicate that trypsinolytic activity increased as the pro-
portion of Food-2, which is richer in nutrients, increased in the mixture.

3.3. Regulation of aminopeptidase production by ingestion of different
nutrients

Aminopeptidases are enzymes involved in the final stages of protein
digestion, such as carboxypeptidases. They break down peptides
generated by endoproteases, such as trypsin, removing amino acids
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Fig. 4. Effect of diet composition on trypsinolytic activity in the midgut of Lutzomyia longipalpis larvae. L3 larvae were transferred to rearing containers containing
Food-1 enriched with amino acids (A), Food-1 enriched with glucose (B), and different proportions of Food-1 mixed with Food-2 (C), where they remained for at least
4 h. After consuming the offered material, the trypsinolytic activity was measured with L-BApNA as substrate. Readings were taken at 410 nm in kinetic mode and
results were expressed as mU (one enzyme unit (U) is the amount that hydrolyzes one pymol of substrate per min), normalized to the equivalent of one gut. For all
tested groups, the Shapiro-Wilk normality test was conducted, followed by One-way ANOVA (A and C) and Student’s t-test (B). Differences were considered sig-

nificant at p < 0.05.
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aminopeptidases are found in the posterior midgut, attached to the
microvilli of enterocytes (Fazito do Vale et al., 2007). To investigate the
effect of different nutritional compositions on aminopeptidase activity,
L3 larvae were exposed to various nutrients, and their activity was
evaluated (Fig. 5).

Aminopeptidase activity, measured using the substrate L-Alanine p-
nitroanilide, showed no significant changes when glucose was added to
the diet or when Food-1 was replaced by Food-2. However, when the
larvae were fed a diet containing Food-1 enriched with 5 % amino acids,
a decrease in aminopeptidase activity was observed. The measured ac-
tivities were as follows: 0.162 + 0.048 mU/gut for larvae fed Food-1,
0.155 + 0.05 mU/gut for larvae fed Food-2, 0.1 + 0.041 mU/gut for
larvae fed Food-1 + 5 % amino acids, and 0.189 + 0.08 mU/gut for
larvae fed Food-1 + 5 % glucose.

3.4. Concentration of free amino acids and total proteins in Food-1 and 2

To better interpret the previously measured activities, the concen-
tration of free amino acids and total proteins was evaluated in Food-1
and Food-2. According to Fig. 6A, the concentration of free amino
acid in Food-1 and Food-2 was 61 umol/g and 21 pmol/g, respectively,
indicating that free amino acids concentration is higher in Food-1 than
in Food-2.

On the other hand, Food-2's total protein concentration is consider-
ably higher, at 53 mg/g, compared to Food-1's 9.5 mg/g, as shown in
Fig. 6B.
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Fig. 5. Aminopeptidase activity in the midgut of Lutzomyia longipalpis L3 larvae
under different treatments. Aminopeptidase activity was measured in the pos-
terior midgut of L. longipalpis L3 larvae subjected to different treatments: larvae
fed exclusively with Food-1, Food-2, Food-1 + 5 % amino acids, and Food-1 +
5 % glucose. After 4 h consuming the offered material, the aminopeptidasic
activity was measured with L-Alanine p-nitroanilide as substrate. Readings
were taken at 415 nm in kinetic mode and results were expressed as mU (one
enzyme unit (U) is the amount that hydrolyzes one pmol of substrate per min),
normalized to the equivalent of one gut. For all groups, the Shapiro-Wilk
normality test was performed, followed by One-way ANOVA. Differences
were considered significant at p < 0.05.
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3.5. Countercurrent flow inference

Although critical for digestive physiology in several insect species,
countercurrent flow has been demonstrated in a relatively small number
of them. The experimental approach used here allowed the observation
of an accumulation of Trypan Blue in the anterior midgut (Fig. 7). This
accumulation is indirect evidence for the existence of countercurrent
flow in sand fly larvae.

4. Discussion

In holometabolous insects, the immature stages are specialized for
continuous feeding and nutrient storage to sustain the insect during the
pupal stage when feeding is not possible. Adults, on the other hand, are
specialized in utilizing food or nutrient reserves stored in the fat body for
reproduction (Chapman, 1998).

Intestinal flow, the rate at which ingested material moves through
the digestive tract, reflects the voracity of larvae. In L. longipalpis larvae,
the intestinal flow measured under our experimental conditions ranged
between 214 + 48 and 171 + 29 min, depending on the nutritional
quality of the food provided to the larvae. According to the results
shown in Fig. 3, ingesting a more nutritious food decreases intestinal
flow. This likely occurring because richer food requires more time to be
digested. That was the case of the Food 2 with at least five times more
protein than the Food-1 (Fig. 6B).

The control of intestinal motility in insects is primarily achieved in
two ways: through motor neurons directly connected to the musculature
surrounding the gut or through hormones released into the hemolymph
by enteroendocrine cells or the neuroendocrine system (Orchard and
Lange, 2024; Spit et al., 2012). Experimental evidence has demonstrated
that certain hormones can regulate intestinal muscle contractions. In
general, gut motility is controlled by myostimulants such as proctolin,
allatotropin, kinins, and DH31, as well as by myoinhibitors like alla-
tostatins, myosuppressin, and other myoinhibitory peptides (Abou El
Asrar et al., 2020; Dillen et al., 2014; Spit et al., 2012). The release of
these hormones by enteroendocrine cells or the neuroendocrine system
is likely regulated by nutrient perception. Enteroendocrine cells prob-
ably respond to nutrients via gustatory receptors (LaJeunesse et al.,
2010; Orchard and Lange, 2024; Park and Kwon, 2011; Park et al., 2016)
located on the luminal-facing surface of these cells. Hormone release
from the neuroendocrine system is likely influenced by nutrients
entering the insect’s hemolymph from the gut.

According to observations in L. longipalpis larvae, intestinal flow
completely ceases without food. This indicates that without food for the
larvae to ingest, the hormones that would stimulate gut motility are
either not released into the hemolymph or are insufficient to stimulate
motility and defecation without the direct contribution of the nervous
system.

Like intestinal motility, the production of digestive enzymes may
also be regulated by the quality of nutrients that larvae ingest. This study
investigated the influence of nutrients on the production of digestive
enzymes by measuring the activity of enzymes involved in protein
digestion. Trypsin, the main digestive endoprotease in L. longipalpis
larvae, and aminopeptidases capable of hydrolyzing the substrate L-
Alanine p-nitroanilide were selected for this analysis (Fazito do Vale
et al., 2007).

The results showed that trypsinolytic activity increases with the
intake of amino acids present in the diet, whether as free amino acids or
those in ingested proteins (Fig. 4A-C). This observation is consistent
with findings in A. aegypti females, where activation of the TOR pathway
by amino acid intake enhances trypsin production in the midgut
(Brandon et al., 2008). A similar result was also observed in L. longipalpis
females (Silva Fernandes et al., 2020). In their study, the authors
demonstrated that the monosaccharide galactosamine could compete
with amino acids in activating the TOR pathway, decreasing in trypsin
production. This effect could be reversed by increasing the
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Fig. 6. Concentration of total proteins and free amino acids in Food-1 and Food-2. (A) Free amino acid concentration in Food-1 and Food-2, expressed in micromoles
per gram of food. (B) Total protein concentration in Food-1 and Food-2, expressed in milligrams per gram of food. For both groups, the Shapiro-Wilk normality test
was performed, followed by the Student’s t-test for unpaired samples. Differences were considered significant at p < 0.05.
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Fig. 7. Distribution of Trypan Blue dye in the midgut of Lutzomyia longipalpis
L3 larvae. Each point represents a larva fed with Food-1 containing Trypan Blue
dye (10 mg per gram of food). The larvae were fed with this diet for approxi-
mately 24 h. After the feeding period, they were frozen, and their midgut was
divided into two parts: anterior and posterior portions. The intestinal halves
were then homogenized, centrifuged, and the supernatant was read at 592 nm
in a plate reader. For both groups, the Shapiro-Wilk normality test was per-
formed, followed by the Student’s t-test for paired samples. Differences were
considered significant at p < 0.05.

concentration of free amino acids in the ingested blood.

In contrast to trypsin, aminopeptidase activity remained stable
across almost all treatments in our study, with a slight drop in the
presence of added amino acids mixed with Food-1. In L. longipalpis
larvae, aminopeptidases are attached to the microvilli of enterocytes in
the posterior midgut (Fazito do Vale et al., 2007). Their attachment
likely prevents or reduces the loss of these enzymes in the feces, meaning
a fixed amount of aminopeptidases would be sufficient for efficient
digestion.

The larvae of L. longipalpis feed continuously, unlike adult mosqui-
toes and sandflies, which feed in batches (taking a blood meal and
digesting it before initiating a new feeding cycle) (Soares and Turco,
2003). In L. longipalpis larvae, the stimulus for digestive enzyme pro-
duction remains constant, increasing or decreasing depending on amino
acid availability. Glucose did not influence the production of enzymes
involved in protein digestion, though it might affect the production of
carbohydrases. No information exists on regulating enzymes involved in
carbohydrate, lipid, or nucleic acid digestion in L. longipalpis larvae.

A short midgut and rapid luminal flow, as observed in L. longipalpis
larvae, would lead to a significant loss of soluble digestive enzymes.
However, an efficient countercurrent flow minimizes this loss. Accord-
ing to the results shown in Fig. 7, it is possible to infer that L. longipalpis
larvae exhibit a countercurrent flow capable of concentrating the Try-
pan Blue dye in the anterior midgut. Freezing the larvae in liquid ni-
trogen was crucial to prevent the loss of luminal contents during the
procedures.

Although numerous studies have explored hormones that stimulate
intestinal motility, the scientific literature needs more information
regarding the relationship between intestinal motility and the nutri-
tional quality of insect-ingested food. The production of digestive en-
zymes was affected by the material that the larvae ingested. As with
enzymes, intestinal motility may also be modulated by the type of
nutrient consumed. That is an interesting issue to be investigated in the
future.
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