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RESUMO

Aedes (Stegomyia) aegypti é importante vetor de patégenos como os virus da febre amarela,
da dengue e, mais recentemente, da febre chikungunya. Apesar da importancia da fisiologia
do tubo digestivo e do pH intestinal para a digestdo e provavelmente para o desenvolvimento
de patdgenos, pesquisas sobre a regulacdo do pH em mosquitos adultos sdo escassas.
Flebotomineos pertencem a mesma subordem dos mosquitos: a subordem Nematocera.
Estudos ja realizados com fémeas de Lutzomyia longipalpis mostraram que seu intestino é
ligeiramente &cido (pH 6) antes da ingestdo de sangue e que o intestino médio abdominal
sofre um processo de alcalinizacdo até pH 8,1 logo ap6s o repasto sanguineo. Desta forma,
esse trabalho visou estudar a hipoOtese de que dipteros nematdceros hematdfagos das
subfamilias Culicinae e Phlebotominae compartilham os mesmos mecanismos de regulacédo
do pH, ja que apresentam o mesmo padrdo anatdmico e alimentar. Assim, Aedes aegypti foi
escolhido como modelo experimental. O pH foi medido com microeletrodos sensiveis a
concentracio de H* ou com o uso de corantes vitais indicadores de pH. A enzima alfa-
glicosidase, responsavel pela digestdo de acucares, foi ensaiada com o substrato sintético p-
Nitrofenil-alfa-D-glucopiranosideo. Os resultados mostram que o intestino médio das fémeas
que se alimentaram somente com aguUcar tinha o pH proximo ao pH 6. O pH 6 era mantido
mesmo que 0 mosquito ingerisse solucGes tampdo com pH diferente. O pH do diverticulo
mantinha-se semelhante ao da solucdo ingerida. Quando alimentadas com sangue, o pH do
intestino médio abdominal subiu para pH 7,8, enquanto a porcdo toracica manteve-se acida
(pH~6,0). Na medida em que a digestdo avancava o pH do intestino médio abdominal foi
caindo lentamente até voltar a pH6. A atividade da enzima alfa-glicosidase mostrou-se
proporcionalmente maior no intestino médio toracico, local cujo pH sempre se manteve igual
a pH 6, o pH 6timo de acdo desta enzima. O mecanismo responsavel pelo desligamento do
mecanismo de manutencdo do pH 6 e pelo disparo do mecanismo de alcalinizacdo, ap6s a
ingestdo de sangue, parece depender do reconhecimento da presenca de uma serpina
plasmatica no interior do intestino médio abdominal. Em Aedes a digestdo de sangue e
acucares é compartimentalizada de modo a ocorrerem simultaneamente em pHs diferentes.
Nossos resultados estdo de acordo com a hipdtese de que os Nematocera hematofagos

possuem fisiologia digestiva semelhante.



ABSTRACT

Aedes (Stegomyia) aegypti is an important vector of several pathogens, such as yellow fever
virus, dengue virus and more recently, chikungunya fever. Despite gut’s physiology and
intestinal pH importance in digestion and probably for pathogens transmission, there are only
a few studies about pH regulation in adult mosquitoes. Studies of digestive physiology in
Lutzomyia longipalpis females showed they are able to adjust the intestinal pH and enzymatic
activity according to the physiological state. In unfed sand flies, midgut’s pH is slightly acidic
(pH 6,0), and after blood meal the abdominal midgut (where blood is stored to be digested)
undergoes abrupt alkalinization until pH 8,15. The alkalinization mechanism is triggered by
the presence of any protein or by free amino acids in high concentration inside midgut. This
work aimed to study the hypothesis that hematophagous nematocerans have a mechanism of
pH regulation similar to that seen in Lutzomyia longipalpis, since they have the same feeding
pattern. We chose Aedes aegypti as a model to develop our study. We used H*-sensitive
microeletrodes and indicator dyes to estimate intestinal pH of adult female A.aegypti
submitted to different conditions: blood feeding, feeding on rich proteins solutions or amino
acids solution, and feeding on solutions without proteins. Using buffered solutions provided
by forced feeding, we observed that pH in unfed females midgut is acid (pH 6,0). In blood-fed
female, pH in abdominal midgut reached a maximum pH of 7,8, while thoracic midgut
remained acidic. Unlike L. longipalpis female, the mechanism by which A. aegypti females
notice blood ingestion is linked to the perception of specific proteins found in plasma. These
proteins belongs to the serpin family, proteins similar to ovalbumin, which was the only
protein tested that was able to influence abdominal midgut’s pH. Alpha-glucosidase is a
digestive enzyme responsible for sucrose digestion, a common sugar ingested by mosquitoes,
and has an optimum pH near pH 6,0. According to our results, this enzyme activity was
proportionally higher in thoracic midgut than in abdominal midgut. Therefore, A. aegypti also
presents compartmentalization of blood and sugar digestion. Our results are in accordance to

the hypothesis that hematophagous nematocerans have a similar digestive physiology.
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1. INTRODUCAO

1.1.ASPECTOS GERAIS DA BIOLOGIA DE Aedes aegypti E SUA IMPORTANCIA
COMO VETOR.

Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) é um diptero pertencente a familia
Culicidae (subfamilia Culicinae) encontrado em regides tropicais e subtropicais entre 35°N e
35°S. Em areas frias, resiste a temperaturas de até 10°C durante o inverno, e apesar de ter sido
encontrado acima de 45°N, sua presenca em regides mais frias relaciona-se a sua capacidade
de colonizar tais areas durante as temporadas de calor. Na América do Sul, o histérico de
dispersdo de Aedes aegypti ocorre em torno de altas latitudes e de areas tropicais para
subtropicais (Diaz-Nieto et al., 2013). Acredita-se que inicialmente tenha migrado da Africa
Ocidental para 0 Novo Mundo no periodo entre os séculos XV e XVII através dos navios
negreiros. De qualquer forma, a evolucdo dos héabitos domésticos em uma espécie
originalmente selvagem foi crucial para permitir a ocupacdo e o desenvolvimento do
mosquito na dgua acumulada em toneis de armazenamento que eram mantidos nos porées de
tais navios (Lounibos, 2002).

Assim como outros culicideos, Aedes aegypti apresenta desenvolvimento completo
(holometabolia), passando pelos estagios de ovo, larvas (L1-L4), pupa e adulto. Os ovos séo
elipticos ou ovais, e quando postos em contato direto com agua usualmente eclodem logo que
0 desenvolvimento embrionario é concluido. As larvas sempre sdo aquaticas, com aparelho
bucal mastigador-raspador; quando atingem o quarto estadio, passam a fase de pupa, que ndo
se alimenta e entdo transformam-se em adultos. O tempo de desenvolvimento deste inseto é
relativamente curto, e sofre interferéncia de varios fatores como temperatura, umidade, e
namero de larvas em um mesmo criadouro. De larva até adulto, sdo necessarios cerca de 7 a
10 dias (Silva et al., 1998). Apenas as fémeas sdo hematdfagas, e a ingestdo de sangue
relaciona-se ao desenvolvimento dos ovos; contudo, 0 metabolismo energético é influenciado
diretamente pela ingestdo de carboidratos, os quais podem ser obtidos a partir da seiva de
plantas, frutos ou flores (Consoli & Oliveira, 1998).

A. aegypti € uma espécie extremamente adaptada a ambientes urbanos, e entra
prontamente nas residéncias com o0 objetivo de alimentar-se e descansar. A natureza
doméstica dessa espécie influencia mais na sua distribuicdo do que as condi¢des climaticas

em si. As fémeas alimentam-se preferencialmente de sangue humano, e em menor proporcao
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em outras espécies de vertebrados (Jansen & Beebe, 2010). Isso porque segundo Harrington et
al. (2001), ao se alimentarem de sangue humano, estes mosquitos conseguem um melhor
aproveitamento de nutrientes e aumentam sua capacidade reprodutiva e de sobrevivéncia.
Devido a sua elevada proximidade dos seres humanos, Aedes aegypti tem grande
potencial como vetor de virus, a exemplo dos virus da febre amarela, da dengue e, mais
recentemente, da febre chikungunya. Estima-se em aproximadamente 390 milhdes o numero
de infecgdes pelo virus da dengue por ano, dos quais 96 milhdes dos infectados desenvolvem
sintomas (Bhatt et al. 2013), o que transforma esta na doenca viral, transmitida por um
artrépode, de maior morbidade e mortalidade. Em rela¢do ao virus da febre chikungunya,
cerca de 200 casos foram confirmados no Brasil, com a maioria deles tendo sido reportados
na costa leste da Bahia, com duas linhagens do virus detectadas, uma de origem africana e a

outra de origem asiatica (Maron, 2014).

1.2 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS E DO TUBO DIGESTIVO DOS
MOSQUITOS

As formas adultas dos mosquitos caracterizam-se por apresentar cabeca globular em
ambos 0s sexos, sendo a metade anterior preenchida por olhos compostos que aproximam-se
dorsal e ventralmente da cabeca. Entre eles ficam as antenas, plumosas e maiores nos machos,
e pilosas (cerdas mais esparsas) nas fémeas, as quais sdo constituidas por trés segmentos:
escalpo, pedicelo e flagelo, sendo este tltimo formado por 14 sec¢6es (Christophers, 1960). Os
culicideos apresentam proboscida longa, reta, escura e cilindrica, sendo maior nos machos do
que nas fémeas. As pecas bucais sdo constituidas por um par de palpos maxilares (as unicas
partes que ndo fazem parte da probdscida), labio, labro, hipofaringe, um par de mandibulas e
um par de maxilas. O térax nas fémeas € mais largo do que nos machos e consiste em
protérax, mesotorax e metatdrax, que compreendem as asas, pernas e halteres. As asas sdo
estruturas rigidas, bidimensionais planas, estreitas e membranosas, e ndo possuem escamas
brancas (Andrew & Bar, 2013).

As Figuras 1 e 2 mostram o canal alimentar dos mosquitos, o qual tem inicio com a
bomba cibarial, que tem por funcdo a sucgéo de alimento, seguida pelos dentes do cibario e a
bomba faringeana, a qual induz presséo negativa para que ocorra a ingestdo dos alimentos. O
esdfago termina em um esfincter, ao qual se seguem dois diverticulos dorsais e um grande

diverticulo ventral; as glandulas salivares estdo anexas ao intestino anterior, com a bomba
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salivar desembocando na base da hipofaringe. O intestino médio € elastico e dividido nas
porcOes toracica e abdominal; e, por fim, o intestino posterior € composto pelo ileo, reto e
anus (Consoli & Oliveira, 1998).

1- Bomba cibarial; 2- Bomba faringeana; 3- Bomba
salivar; 4- Gandula salivar; 5- Es6fago; 6- Diverticulos
dorsais; 7- Diverticulo ventral; 8- Intestino médio; 9-
Tuabulos de Malpighi; 10-ileo; 11- Reto; 12- Anus.

Figura 1 - Esquema do canal alimentar de Aedes aegypti (Adaptado de Consoli & Oliveira, 1998).

Os diverticulos dorsais sdo pequenos compartimentos, planos e alongados, enquanto o
diverticulo ventral é mais longo e delgado, expandindo-se na metade anterior do abdémen,
tendo em geral fungdo de armazenar as solugbes agucaradas ingeridas pelas fémeas. O
intestino médio, correspondente ao estdbmago funcional do inseto, é um tubo estreito que
estende-se acima e atraves do torax e entdo retorna ao abddmen, onde termina em um
alargamento com forma semelhante a de um saco (Snodgrass, 1959). A juncdo entre 0s
intestinos médio e posterior caracteriza-se por ser o local de insercdo dos tabulos de Malpighi.
O intestino posterior é composto pela cdmara pildrica, intestino anterior, reto e canal anal; ja
0s cinco tubulos de Malpighi sdo derivados da fase larval, sem qualquer perda celular ou
reorganizacdo aparente (Clements, 1992). Esse compartimento em conjunto com os tabulos de
Malpighi atua primariamente na osmorregulacdo, atuando também na reabsorcéo seletiva de

ions aminodcidos e agua.
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Figura 2 - Aparelho intestinal de Aedes aegypti (adaptado de Jobling & Lewis, 1987).

Aedes aegypti conta com intestino composto por uma Unica camada de células
polarizadas envoltas por uma membrana basal, fibras musculares, fibras nervosas e
traqueiolas. (Bertram & Bird, 1961). O epitélio intestinal apresenta duas faces: a luminal e a
voltada para hemolinfa, as quais tém morfologia muito diferente. O lado luminal consiste
basicamente em células que apresentam suas superficies cobertas por microvilosidades;
enquanto o lado voltado para a hemolinfa, além de contar com membrana basal também

apresenta fibras musculares e traqueiolas (Zieler et al. 2000).

1.3 ESTUDOS DO pH INTESTINAL EM DIPTEROS NEMATOCEROS HEMATOFAGOS

Até o momento, pouco é conhecido sobre os mecanismos de regulacdo do pH
intestinal em nematdceros hematdfagos adultos. Considerando que o pH intestinal pode
modular o desenvolvimento de formas promastigotas de Leishmania, Gontijo et al. (1998)
mediram o pH do intestino médio de fémeas de Lutzomyia longipalpis sem repasto sanguineo
utilizando os corantes azul de bromotimol e parpura de bromocresol. Os resultados mostraram
que o pH no diverticulo é dependente do pH da solugdo ingerida, porém o pH no intestino
médio e no posterior é ativamente controlado por mecanismos que dependem do estado
fisiolégico do inseto. Também estudando o pH em fémeas de Lutzomyia longipalpis Santos et
al. (2008, 2011) verificaram que insetos que ndo haviam ingerido sangue tinham o intestino

médio ligeiramente &cido (pH 6) enquanto que logo apds a ingestdo do sangue havia a
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atuacdo de dois mecanismos responsaveis por promover alcalinizacdo (liberagdo de CO, e um
mecanismo dependente do transporte de ions), os quais faziam o pH subir para
aproximadamente pH 8. Percebeu-se entdo que a ingestdo de proteinas era o sinal para
promover essa mudanga fisiologica em flebotomineos.

Um dos poucos estudos envolvendo o pH intestinal em mosquitos adultos foi feito por
Bilker et al. (2000), que utilizaram microeletrodos H* sensiveis para medir o pH em fémeas
de Aedes aegypti e Anopheles stephensi com repasto sanguineo. Foi possivel verificar que
enquanto em fémeas de A. stephensi o pH do intestino médio abdominal atingiu média de
7,84 nas 10 primeiras horas ap0s o repasto sanguineo e se manteve elevado até 24 horas ap6s
0 inicio da digestdo, em A. aegypti o pH atingiu valor maximo de 7.52 e comecou a decair
logo nas primeiras horas ap0s o repasto sanguineo.

del Pilar Corena et al. (2005), ao utlizarem corantes indicadores de pH estimaram que
0 pH no intestino médio de fémeas de sem repasto sanguineo seria entre 8,5 e 9,5. Contudo os
mosquitos usados neste experimento haviam ingerido corante indicador juntamente com soro
fetal bovino, o que ndo torna possivel afirmar que 0 mesmo resultado seria verificado caso as
fémeas tivessem ingerido solucdo desprovida de contetdo proteico.

Tomando esses dados em conjunto acreditamos haver indicios de que os dipteros
hematofagos da subordem Nematocera tais como flebotomineos, os mosquitos, os simulideos
e 0s ceratopogonideos possuem as mesmas caracteristicas fisioldgicas no que diz respeito ao

controle do pH intestinal e digestdo em geral.

1.4 ALFA-GLICOSIDASE EM MOSQUITOS

Sabe-se que além do sangue, a ingestdo de acUcares também é essencial para a
sobrevivéncia e desenvolvimento dos mosquitos. A fonte mais comum € o néctar das flores,
mas também podem ser obtidos a partir de secrecdo de afidios, néctar extraflorais, e até
mesmo de secre¢fes produzidas por fungos parasitos (Foster, 1995). Dentre outros
componentes, a sacarose € um dos principais constituintes das solugdes acucaradas ingeridas
por mosquitos (Marinotti & James, 1990) e por ser um dissacarideo, sua digestao até glicose e
frutose deve anteceder a absor¢do desses monssacarideos pelo intestino.

Em dipetros hematofagos a digestdo de sacarose é realizada pela alfa-glicosidase
intestinal, enzima que requer pH acido, em torno de 6,0 para atuar de maneira 6tima (Gontijo

et al. 1998), e ja foi demonstrado que em Lutzomyia longipalpis a digestdo de agUcares se da
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no intestino médio toracico em pH acido, independente da digestdo do sangue em pH alcalino
no intestino médio abdominal. (Santos et al., 2008).

Segundo Lee & Craig (1983), mosquitos adultos apresentam sensilas cibariais
sensiveis a ingestdo de sangue e acUcares, permitindo que essas substancias sejam
direcionadas a diferentes compartimentos, como j& constatado para Anopheles darlingi
(Okuda et al. 2005).

Segundo estudo realizado por Souza-Neto et al. (2007) com Anopheles aquasalis as
alfa-glicosidases que atuam na digestdo de acucares ndo seriam provenientes das glandulas
salivares, mas sim produzidas por células do epitélio intestinal do mosquito, e sua presenca
ndo seria dependente da ingestdo de agucar, uma vez que também foram detectadas em
fémeas ndo alimentadas. Além disso verificou-se que apos a ingestdo de acglcares a atividade
de alfa-glicosidases se concentrou na por¢do posterior do intestino, sugerindo que seja esse 0
local onde se concentra a digestdo de agiucares.

Acreditamos que por seguirem a mesma alimentacdo dual, outros dipteros
nematoceros hematofagos também apresentem a mesma compartimentalizacdo da digestdo e

padrdo semelhante de distribuicdo da enzima alfa-glicosidase.
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2. JUSTIFICATIVA

A ordem Diptera e subordem Nematocera englobam insetos que atuam como vetores
de algumas das mais importantes doencas da atualidade. Billker et al. (1997) relataram que o
aumento do pH e a queda na temperatura no intestino podem induzir a exflagelacdo de
Plasmodium berghei in vitro. Segundo Salazar et al. (2007) o tecido intestinal de Aedes
aegypti é o primeiro a ser afetado quando o inseto € infectado pelo virus DENV-2, o que pode
estar relacionado a algum aspecto fisioldgico do 6rgdo, havendo também a possibilidade de
que alfa-glicosidases encontradas em A. aegypti atuem como fatores determinantes para o
sucesso da infeccdo por DENV-2 (Kang et al., 2014).

Em Lutzomyia longipalpis, o pH do intestino médio ja foi determinado em diferentes
situacOes fisioldgicas, e observou-se que este inseto possui mecanismos capazes de ajustar o
pH intestinal de acordo com o tipo de alimento ingerido a ser processado (sangue ou agulcares)
(Santos et al., 2011). Mais recentemente, estudos realizados em L. longipalpis infectados com
Leishmania mostraram que hd uma complexa relacdo entre a fisiologia intestinal do
flebotomineo e o ciclo de reproducédo e diferenciacdo do protozoario em seu tubo digestivo
(Santos et al., 2014).

Visto que a fisiologia de A. aegypti também parece afetar o desenvolvimento do virus
da dengue, e considerando que ainda ha muito que se esclarecer sobre a fisiologia do tubo
digestivo de culicideos adultos, o presente trabalho visou a estudar a hipdtese de que 0s
dipteros nematoceros hemat6fagos possuem mecanismo de regulacdo do pH semelhante ao

descrito para flebotomineos, uma vez que compartilham o mesmo padrdo alimentar.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
- Determinar o pH do intestino médio de fémeas de Aedes aegypti e 0S mecanismos

fisioldgicos envolvidos na regulacdo do pH durante a digestdo de sangue e agucares.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar o pH nas porc¢des toracica e abdominal do intestino médio em fémeas sem
repasto sanguineo;

- Medir o pH nas porcdes torécica e abdominal do intestino médio em fémeas alimentadas
com sangue;

- Determinar quais estimulos presentes no sangue induzem mudanca no pH intestinal;

- Avaliar se ocorre compartimentaliza¢do da atividade da enzima digestiva alfa-glicosidase no

intestino médio de fémeas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MANUTENCAO DA COLONIA DE Aedes aegypti

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizadas fémeas de Aedes aegypti,
linhagem Br, ndo infectadas com Wolbachia, gentilmente cedidas pelo Laboratorio de Malaria
(LAMAL), do Centro de Pesquisas René Rachou (Fiocruz Minas).

Os espécimes adultos foram mantidos em gaiolas de nailon, a temperatura de 25 +
2°C, e umidade de 70%, com variacdo e 10%, e alimentados com sacarose 10%. Todos 0s

mosquitos utilizados nos experimentos tinham idade minima entre 03 e 04 dias.

4.2 VERIFICACAO DO pH NO INTESTINO MEDIO DE FEMEAS DE Aedes aegypti SEM
REPASTO SANGUINEO.

Para determinar o pH do intestino médio de Aedes aegypti foram utilizadas fémeas
com 3 a 4 dias até idade aproximada de 7 a 8 dias. Para isto, 0s mosquitos ingeriram solucées
altamente tamponadas com HEPES 160 mM (pKa=7,48) pH 7,5 contendo corantes
indicadores de pH em concentragéo final de 0,1%. Foram utilizados dois corantes indicadores
vitais para essas medidas: azul de bromotimol (pKa = 7,1) e purpura de bromocresol (pKa =
6,3). Supondo-se que em A. aegypti o pH do intestino médio em fémeas ndo alimentadas com
sangue seja acido, solugdes fortemente tamponadas em pH diferente do hipotetizado para essa
condicdo fisioldgica permitiria verificar se o intestino possui mecanismo ativo de manutencéo
de pH.

4.2.1 Procedimento de Alimentacdo Forcada (adaptado de Hertig & Hertig ,1927)

O procedimento para alimentacdo forcada foi incialmente idealizado por Hertig &
Hertig (1927) e, desde entdo, submetida a vérias adaptacdes de acordo com 0s objetivos
envolvidos. Através desta técnica as pecas bucais do mosquito foram inseridas em um
microcapilar de vidro, o que desencadeia o reflexo da ingestdo, estimulando a suc¢do da
solugéo contida no microcapilar.

Fémeas de Aedes aegypti sdo capazes de ingerir até 2ul de sangue durante o repasto
sanguineo, cujo peso bruto é predominantemente representado por proteinas (Isoe et al. 2009).
Através da técnica de alimentacdo forcada foi possivel estimular a ingestdo de

aproximadamente 1pl de solugbes tamponadas com HEPES e MES (pKa = 6,1), em
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concentracdes suficientes para permitir a visualizagdo dos corantes nas diferentes partes do
intestino.

Os tubos microcapilares foram obtidos a partir da constricdo das extremidades de
tubos capilares de vidro, para que a proboscida do mosquito fosse inserida no orificio obtido.
Utilizou-se massa de modelar como suporte para 0 microcapilar, o que permitiu a
movimentacao e o ajuste deste as pecas bucais do mosquito. Os insetos foram postos com a
parte dorsal voltada para uma ponteira de plastico de 1,0mL coberta por uma tela de tecido
voal, e assim mantidos pela succdo continua de uma bomba de vacuo (FANEN® 089-CA)
conectada a ponteira (Figura 3). Tal procedimento foi realizado com o auxilio de uma lupa
estereoscopica (SZ-PT, Olympus®, Japan).

Figura 3 - Posicionamento das fémeas de Aedes aegypti para realizacdo da técnica de alimentagdo forcada.

4.2.2. Medicdo do pH nas diferentes partes do tubo digestivo

Logo apds o término da alimentagdo forcada as fémeas foram dissecadas sob lupa
estereoscopica e o pH intestinal foi dado a partir da comparacdo da cor do corante ingerido
com as cores de solucbes padrdo para azul de bromotimol e pdrpura de bromocresol

apresentada na Figura 4. Todas as observacdes foram feitas sob a mesma iluminag&o.
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Figura 4 - Cores das solucdes padrdo em diferentes pH.

4.3 MEDIDA DO pH NO INTESTINO MEDIO ABDOMINAL E NO INTESTINO MEDIO
TORACICO DURANTE A DIGESTAO DO REPASTO SANGUINEO EM FEMEAS
DE Aedes aegypti.

4.3.1 Medida do pH no intestino médio abdominal
Uma vez que ndo é possivel medir o pH de fémeas alimentadas com sangue usando
corantes indicadores de pH foi necessario utilizarmos outra metodologia, a qual consiste no

uso de microeletrodos construidos com iondforo de H* (Santos et al., 2008).

4.3.1.a Confecgédo de microeletrodos e montagem do aparato para medida do pH no intestino
médio abdominal.

A partir de micropipetas com pontas finas, foram confeccionados dois tipos de
microeletrodos: de referéncia e condutor de jons H*. A ponta das micropipetas utilizadas
como microeletrodos de referéncia foram adicionados 0,5ul de solucéo de agarose 0,2% em

KCI 3,0M, e apos gelificacdo da agarose as micropipetas foram preenchidas com solucdo KCI
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3,0M. Aquelas utilizadas como microeletrodos condutores de H* foi adicionado 1,0pl de
mistura constituida por 0,7ul de PVC 0,075% dissolvido em tetrahidrofurano e 0,3ul de
iondforo para H*, posteriormente sendo postas em camara de dessecacdo por sete dias para
evaporacdo do solvente tetrahidrofurano.

Imediatamente antes de serem utilizados, os microeletrodos H* sensiveis foram
preenchidos com tampdo MES/Tris, pH 4,3 0,1M, contendo KCI 0,1M. Ambos o0s
microeletrodos foram conectados a um multimetro de alta impedéancia através de fios de Ag-
AgCl. Para cada experimento, fez-se a calibracdo dos microeletrodos em seis diferentes
pontos de pH (pH 6 a pH 8,5) antes e depois das medig¢fes no intestino. Os valores obtidos
possibilitaram construir uma curva de calibracéo, e a partir desta determinar o pH das por¢oes
do tubo digestivo onde os microeletrodos foram inseridos. Apenas as medicBes que
mantiveram calibracdo com variacdo de até 5%, antes e depois das medicBes, foram
consideradas validas. O aparato que foi utilizado para esta metodologia esta representado

esquematicamente na Figura 5.

1- Microeletrodo Referéncia 2- Microeletrodo fon-sensivel

1 2
T KCI 3,0M |1 Solugdo tampédo
L MES/Tris 0,1%
pH 4,3

Voltimetro Agarose 0,2% Solucéo H

em KCI 3,0M condutora .
\} i} de fons I

Solucéo

H+

Figura 5 - Representacdo do aparato utilizado para a medi¢do do pH no intestino médio de fémeas de Aedes
aegypti.

4.3.1.b Alimentacdo de fémeas e medida do pH intestinal.

Para o repasto sanguineo de Aedes aegypti foram utilizados hamsters (Mesocricelus
auratus) anestesiados com Tiopental® (0,2ml/100g). Depois de anestesiados, foi posto um
hamster em cada gaiola de nailon contendo fémeas de 3 a 4 dias de idade, as quais tiveram 1

hora para realizar o repasto. As medidas do pH intestinal foram feitas no intervalo de 0 a 50
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horas ap0s o0 repasto sanguineo, e, para isso, uma fémea ingurgitada era escolhida e entdo
posicionada ventralmente em suporte metalico apropriado.

Com auxilio de micromanipuladores, e lupa esteroscépica (SZ-PT, Olympus®, Japan)
um par de microeletrodos previamente calibrado foi introduzido no intestino medio abdominal
da fémea, o que foi feito através da cuticula do abddémen, ndo havendo necessidade de
dissecar o inseto (Figura 6).

Os valores de pH obtidos foram distribuidos em trés intervalos de tempo apds o
repasto sanguineo: 0-3h, 20-24h e 45-50h. O teste de D’ Agostino & Pearson foi aplicado para
testada a normalidade da distribuicdo dos dados em cada intervalo de tempo pelo, seguido de
ANOVA. Tendo-se verificado diferenca significativa entre os grupos, aplicou-se o teste de
Tukey para verificar se haveria diferenca estatistica significativa entre os valores médios de

cada grupo.

Figura 6 - Medicéo do pH do intestino médio abdominal apds
repasto sanguineo.

4.3.2 Medidas de pH no intestino médio toracico em fémeas com repasto sanguineo.

Uma vez que o intestino meédio torécico é muito estreito, ndo foi possivel utilizar os
microeletrodos para medir seu pH apds a ingestdo sanguinea. Ja que essa parte do intestino
ndo armazena sangue em digestdo é possivel 0 uso de corantes indicadores de pH para efetuar
as medidas. Solucdes 0,1% de indicadores de pH azul de bromotimol (pKa=7) e purpura de
bromocresol (pKa=6,3) foram preparadas em sacarose 10%, as quais tiveram seus pH
ajustados respectivamente para 7,0 e 6,5. Fémeas com 4 a 5 dias foram alimentadas em
hamsters anestesiados, e entdo separadas em dois grupos. No intervalo de 1 a 3 horas,
solucBes recém-preparadas de sacarose contendo um dos dois corantes foram oferecidas a
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cada um dos grupos embebidas pequenas por¢des de algoddo. Apds 24h, as fémeas que
haviam ingerido a solucdo de sacarose eram dissecadas, e a cor observada no intestino médio
toracico comparada a cor de solucdes-padrdo dos corantes em diferentes pHs (5,5 a 8,0),

como anteriormente apresentado na Figura 4.

4.4 VERIFICACAO DA POSSIVEL ATIVACAO DA ALCALINIZACAO DO INTESTINO
MEDIO POR AMINOACIDOS E PROTEINAS EM FEMEAS SEM REPASTO
SANGUINEO.

Para verificar se 0 soro humano seria capaz de provocar alcalinizagcdo do intestino
médio abdominal (IMA), também pela alimentacdo forcada fémeas ingeriram soro humano
total (inativado em banho-maria, por 30 minutos a 56°C) em pH 6, contendo apenas o corante
indicador azul de bromotimol. O pH foi avaliado ap6s a dissec¢do dos insetos a partir da
observacao da cor assumida pelo corante, de acordo com a Figura 7.

oH 60 65 70 75 80

Figura 7 — Padrdo de cores do corante azul de Bromotimol
diluido em soro para diferentes valores de pH.

Juntamente as proteinas e aminoacidos a serem testados, fémeas de Aedes aegypti
ingeriram Solucdo Fisiolégica para Insetos (SFI) — NaCl 9,7mM; KCI 2,68mM; CacCl,
1,36mM; glicose 0,56mM, — contendo ATP 1mM (Sigma A-2383) e corante azul de
bromotimol 0,1% (pKa=7,0).

O intestino de Lutzomyia longipalpis sofreu alcalinizagdo quando a fémea do inseto
ingeriu mistura de aminodcidos em alta concentracdo. Para verificar se uma solucdo de
aminoacidos seria também capaz de estimular a alcalinizagdo do intestino médio em Aedes
aegypti, fémeas foram alimentadas com SFI tamponada por MES 30mM (pKa=6,1) em pH 6
contendo uma variedade de aminoacidos (Arginina 0,87 mM, Cisteina 0,15 mM, Histidina
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0,28 mM, lIsoleucina 0,58 mM, Leucina 0,58 mM, Lisina 0,58 mM, Metionina 0,15 mM,
Fenilalanina 0,29 mM, Treonina 0,58 mM, Triptofano 0,07 mM, Tirosina 0,29 mM,
Valina,0,58mM) provenientes da diluicdo de MEM amino acids solution (SIGMA, M-5550)
em SFI, com concentracdo final de 100mM (1,62%). Como controle um segundo grupo de
fémeas foi alimentado com SFI tamponada em pH 6 com MES 30mM. Apds alimentacdo e
dissecacao dos insetos, a cor assumida pelo intestino meédio foi comparada com a cor padréo
do corante em diferentes valores de pH (Figura 4).

Com o intuito de verificar se 0 soro humano, mesmo sem as pequenas moléculas que o
compdem, seria capaz de alcalinizar o IMA, este foi colocado no interior de uma membrana
de diélise de 12 kDa e posto em um béquer contendo solucéo fisioldgica de insetos (SFI) sob
agitacdo. No intervalo de 1 e 2 horas ap0s o inicio do procedimento realizou-se a troca de SFI.
Essa troca foi repetida duas vezes, a cada 10 horas, no periodo de aproximadamente 20 horas.
Ao final do procedimento, o soro dialisado obtido foi aliquotado e armazenado a -20°C até ser
utilizado. Nos testes, o soro dialisado foi fornecido em pH 6,0, contendo apenas o corante azul
de bromotimol, e apds a dissecacdo dos insetos o pH foi avaliado a partir da cor assumida
pelo corante (Figura 7).

Para fins de comparacdo, e para verificar se uma possivel alcalinizagdo também seria
observada caso 0 soro total e o soro dialisado estivessem tamponados, foram realizados
experimentos testes com soro humano total e soro dialisado, porém, tamponados com MES
30mM, em pH 6,0.

Nos testes com proteinas foram utilizadas soroalbumina bovina (Sigma, A3059-50G)
5% dissolvida em SFI em pH 6,0 ou pH 7,5 tamponadas com MES 30mM ou HEPES 30mM,
respectivamente. Com a finalidade de verificar se a inducdo da alcalinizagdo seria provocada
unicamente pela albumina contida no soro ou se qualquer outra proteina teria 0 mesmo efeito,
outro grupo de fémeas foi alimentado com lisozima de ovo (Sigma, L7651-5G) a 5% e
ovoalbumina (Sigma, A-5378, 50G) a 5%, todas em SFI com pH ajustado para pH 6,0 ou pH
7,5 tamponados em MES 30mM ou HEPES 30mM, respectivamente. Nesses testes, 0 grupo
controle correspondeu aos mosquitos que ingeriram SFI tamponada em pH 6,0 ou 7,5,
tamponada com MES 30mM ou HEPES 30mM, respectivamente.

Apos a alimentagdo com as solugdes contendo azul de bromotimol as fémeas foram
dissecadas e seus tubos digestivos analisados em lupa estereoscopica, sendo todas as
observacgodes realizadas sob a mesma luz. O valor de pH foi dado a partir da comparacgdo da

cor observada com solugfes tampdo contendo os corantes em pHs conhecidos, tendo-se
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utilizado os padrdes mostrados na Figura 4 para lisozima, e os padrdes apresentados na Figura

8 para soroalbumina e ovoalbumina.

pH 60 65

r

sk la

Figura 8 — Padrdo de cores do corante azul de Bromotimol
utilizado para determinar o pH ap6s alimentacdo com
soroalbumina e ovoalbumina.

Em todos os experimentos, a proporcdo de intestinos que se alcalinizaram para pH
maior ou igual a 6,5 ou que permaneceram com pH menor que 6,5 foi comparada a propor¢éo
observada nos respectivos grupos controle, através do teste de proporcdes de Fisher. pHs
intestinais maiores ou iguais a pH 6,5 quando comparados ao pH inicial (pH 6,0) foram
considerados alcalinizados, e as proporcbes entre testes e controles foram consideradas

diferentes quando p foi menor que 0,05.

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA DIGESTIVA ALFA-GLICOSIDASE
NAS PORCOES TORACICA E ABDOMINAL DO INTESTINO MEDIO.

Para a realizacdo deste experimento, foram utilizadas 20 fémeas com idades entre 04 e
06 dias mantidas em jejum, as quais tiveram seus intestinos médios dissecados em salina
0,9% com auxilio de lupa esteroscopica (Leica EZ4). Para cada fémea dissecada a porcao
torécica foi desconectada da porcdo abdominal, e entdo separadamente transferidas para tubos
de microcentrifuga contendo 200 pl de Triton X-100 1% v/v identificados como intestino
médio toracico (IMT) e intestino médio abdominal (IMA), que foram levados para sonicador
de banho (Branson — 1510) por 15 segundos.

Em seguida, foram retiradas aliquotas de 50ul de cada tubo que foram transferidas
separadamente para outros dois tubos de microcentrifuga contendo 100 ul de agua destilada e
100 pl de tampdo MES/NaOH 0,5M (pH 6). Por altimo, adicionou-se a cada tubo 250 pl de
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solucdo aquosa de substrato p-nitrofenil a-D glucopiranosideo 12mM (concentracdo final
6mM), os quais foram entéo levados para banho-maria a 30°C por 40 minutos. Finalizada a
incubacdo, adicionou-se a cada tubo 1mL de tampdo glicina/NaOH 0,375M (pH 10,5), com a
finalidade de interromper a reacdo e induzir ionizacdo do p-nitrofenol liberado pela enzima,
que desta forma se torna amarelo. Como controle foram utilizados 50ul de Triton X-100 1%.
As amostras e o controle foram levados para o espectrofotdmetro, e a leitura realizada
a 400nm contra agua destilada. O valor obtido da absorbancia do tubo controle (sem enzima)
foi descontado do valor obtido das amostras. Realizou-se o teste de D’Agostino & Pearson
para verificar a normalidade da distribui¢do dos dados, em seguida aplicando-se o teste de
Wilcoxon para amostras pareadas a fim de comparar as médias da atividade enzimética para

cada regido do intestino médio.

4.6 COMITE DE ETICA

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com 0s manuais de
experimentacdo animal e aprovados pelo comité de ética para utilizacdo de animais
(CEUA/ICB-UFMG) sob o protocolo de nimero 61/2015.
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5. RESULTADOS

5.1 MEDICAO DO pH E AVALIACAO DA MANUTENCAO ATIVA DO pH 6,0 NO
INTESTINO MEDIO DE FEMEAS DE Aedes aegypti SEM REPASTO SANGUINEO.

Como pode ser visto na Figura 7 (A), em todas as fémeas alimentadas com SFI e
corante azul de bromotimol verificou-se a acidificacdo do intestino médio toracico,
destacando-se que em 19 delas (76%) o pH foi reduzido para 6,0. Resultado similar foi
observado no intestino medio abdominal, sendo que a acidificacdo para pH 6,0 ocorreu em 24
fémeas (96%, N=24), como mostrado na Figura 7 (B). As colora¢des adquiridas pelas duas
porcdes do intestino médio podem ser vistas na Figura 9.

Uma vez que o corante azul de bromotimol ndo cobre intervalos de pH menores do
que 6,0 utilizamos o indicador purpura de bromocresol para certificar se tal processo poderia
atingir valores de pH ainda menores. Para isso, outro grupo de fémeas (N=25) foi alimentado
com SFI tamponada em pH 7,5, com adi¢cdo do corante purpura de bromocresol, bom
indicador para o intervalo de pHs entre 5,0 a 6,0.

A) Intestino Médio Toracico B) Intestino Médio Abdominal
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Figura 9 - Efeito da alimentacdo com SFI + Tampdo HEPES 160mM + azul de
bromotimol 0,1% no pH do intestino médio de fémeas de Aedes aegypti

Pela Figura 8 (A), observa-se que em 84% das fémeas testadas (21/25) houve a
acidificacdo da parte toracica do intestino médio a valores abaixo de 6 (pH 5,5). Quanto ao
intestino médio abdominal, os resultados obtidos foram menos concordantes, com apenas 10
fémeas acidificando a valores de pH abaixo de 6, como pode ser observado na Figura 8 (B). A

maior variacdo de resultados observada para o IMA quando consideramos o uso do purpura
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de bromocresol pode ser multifatorial, entre os quais podemos citar a menor estabilidade do

corante.
A) Intestino Médio Toracico B) Intestino Médio Abdominal
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Figura 10 — Efeito da alimentagdo com SFI + Tampao HEPES 160mM + plrpura de
bromocresol 0,1% no pH do intestino médio de fémeas de Aedes aegypti.

w
S
Figura 11 - Intestinos Médio Toracico (IMT) e Abdominal

(IMA) de Aedes aegypti apds alimentacédo forgada utilizando SFI
+ HEPES 160mM + Azul de Bromotimol 0,1%.

Com base nesses resultados é possivel afirmar que o pH no intestino médio de fémeas
de Aedes aegypti ndo alimentadas é acido, com valores entre 5,5 e 6,0 na por¢ado toracica, e
em torno de 6,0 na porcdo abdominal, e que o pH nesses compartimentos é ativamente

mantido acido. Quanto ao diverticulo, foi observado que houve a manutencéo do pH inicial
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das solucbes ingeridas pelas fémeas, o que condiz com a auséncia de mecanismos de

regulagdo do pH nesse compartimento.

5.2. MEDIDA DO pH INTESTINAL EM FEMEAS DE Aedes aegypti ALIMENTADAS
COM SANGUE

5.2.1 Medicéo do pH no intestino médio torécico.

Nesse experimento foram formados dois grupos de mosquitos com 15 fémeas cada, e
ambos realizaram repasto sanguineo em hamsters por aproximadamente 1 hora. Em todas as
fémeas que haviam ingerido o corante azul de bromotimol, foi verificada a acidificacdo do
conteudo intestinal, com valores de pH < 6,0 ( Figura 10). J4 para as fémeas que ingeriram o
corante purpura de bromocresol (Figura 11), verificou-se que em 14 das 15 fémeas analisadas

0 pH manteve-se bastante &cido, com valores entre 5,5 e 6,0.
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Figura 12 - Valores de pH observados no intestino médio toracico em
fémeas de Aedes aegypti alimentadas com sangue ap6s ingestdo de
sacarose 10% com o corante indicador azul de bromotimol.
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Figura 13 - Valores de pH observados no intestino médio toracico em
fémeas de Aedes aegypti alimentadas com sangue apds ingestdo de
sacarose 10% com o corante indicador parpura de bromocresol.
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5.2.2 Medic¢éo do pH no intestino médio abdominal.

A medida do pH com uso de microeletrodos foi possivel em 31 fémeas de A. aegypti
em diferentes intervalos de tempo entre zero e cinquenta horas ap6s a hematofagia. Como
pode ser observado na Figura 12, o tempo ap6s o repasto sanguineo em que as medicdes
foram realizadas influencia o valor de pH encontrado.

Foi no tempo de 0-3h em que se verificou maior alcalinizacdo do contetdo intestinal,
com valor médio de pH igual a 7,54 (variando de 7,12 a 7,93; n = 10). A partir dessa faixa de
tempo, os valores de pH foram decrescendo gradativamente, atingindo valor médio de 7,39 no
intervalo de 20 a 24 horas e chegando a 6,99 no intervalo de 45 a 50 horas. Apds constatar a
normalidade dos dados por meio do teste de D’Agostino & Pearson, realizou-se analise da
variancia por ANOVA, sendo possivel verificar diferenca significativa (p = 0,0002) entre os
dados. A partir do teste de Tukey constatou-se diferenca significativa entre as médias dos pHs
observados nos intervalos de 0-3h e 45-50h (p < 0,0001) e entre as médias de pHs observados
nos intervalos de 20-24h e 45-50h (p < 0,001).
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Figura 14 - pHs observados em diferentes horarios ap6s o repasto
sanguineo no intestino médio abdominal de fémeas de Aedes aegypti.

Considerando que o pH inicial do sangue ingerido é 7,4, em conjunto com os dados
obtidos constata-se que a ingestdo de sangue é capaz de desligar o mecanismo de acidificacao
e ativar o de alcalinizagdo no intestino médio abdominal; contudo, a intensidade desse

mecanismo € reduzida ao longo da digestdo, como observado anteriormente por Bilker et al.
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(2000). Se a tendéncia de queda do pH ao longo da digestdo se mantiver constante, entédo o pH
intestinal, 72 horas ap6s a hematofagia, seria de 6,8.

5.3 CARACTERIZACAO DO ESTIMULO QUE PROMOVE ALCALINIZACAO
INTESTINAL EM FEMEAS DE Aedes aegypti ALIMENTADAS COM SANGUE.

Tendo como base os resultados anteriormente apresentados, em que foi verificado que
a ingestdo de sangue é capaz de desligar o mecanismo que mantém o pH intestinal &cido e de
ativar o processo de alcalinizagdo no intestino médio abdominal, surgiu a questdo de
sabermos qual ou quais componentes do sangue seriam 0s responsaveis por desencadear tal
processo.

Inicialmente, fémeas de Aedes aegypti foram alimentadas com soro total humano
inativado (pH 6), contendo o corante indicador de pH azul de bromotimol (0,1%). Nesse teste
verificou-se que 92% das fémeas mantiveram o pH do intestino médio toracico semelhante ao
da solucdo ingerida (Figura 14A), enquanto para o intestino médio abdominal (Figura 14B)
foi verificada a alcalinizacdo do pH em todas as fémeas, destacando-se que em 85% o pH
intestinal elevou-se para valores acima de 7,0; assim constatamos que o soro é eficaz em
reverter o pH acido do intestino médio abdominal e induzir a alcalinizagdo desse

compartimento. Um exemplo de resultado observado é mostrado na Figura 15.
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Figura 15 — Efeito da alimentagdo com soro total no pH do intestino médio de
fémeas de Aedes aegypti.
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Figura 16 - Coloracbes adquiridas pelo intestino médio
toracico (IMT) e abdominal (IMA) de fémeas de Aedes
aegypti alimentadas com soro total em pH 6.

Santos et al. (2011) constataram que quaisquer proteinas ou aminoacidos (em elevadas

concentracdes) eram capazes de promover a alcalinizacdo do intestino médio abdominal em

fémeas de Lutzomyia longipalpis. Com o propdsito de verificar se 0 mesmo ocorreria com

nosso modelo experimental, procedemos aos testes com aminoacidos para verificar se eles

seriam 0s responsaveis pelo aumento do pH no intestino médio abdominal do inseto.

Utilizou-se solucdo de aminoacidos a 100mM (1,62%) tamponada em pH 6, e tendo

conhecimento de que quando em elevadas concentracdes eles foram capazes de alcalinizar o

intestino médio de flebotomineos, esperava-se que aminoacidos fossem 0s responsaveis por

desencadear tal processo. Contrariando as expectativas, ndo foi verificada alcalinizacdo do

intestino médio, com manutencao do pH original da solucdo ingerida (Quadro 1).

Quadro 1 — Efeito da alimentagcdo com Solucdo Fisioldgica de Insetos (SFI) ou solucdo de
aminoéacidos 100mM + MES 30mM em pH 6.

NUmero de Intestinos Médio NUmero de Intestinos Médio
Torécico Observados Abdominal Observados

Intervalos SFI Aminoéacidos SFI Aminoéacidos

de pH (controle) (teste) (controle) (teste)
pH < 6,5 20 12 20 21
pH>6,5 0 1 0 1
Amostra N=20 N =13 N =20 N =22
Estatistica p = 0.3939 (Fisher) p =1,000 (Fisher)
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Uma vez que a solugdo de aminoacidos néo foi eficaz em promover a alcalinizagéo do
contetdo do intestino médio abdominal, ao contrério do soro humano, testou-se soro dialisado
em membrana de didlise com poros que permitem passar moléculas com até 12kDa (pH 6)
para verificar se apds a saida das moléculas menores, alguma macromolécula presente, como
proteinas, seriam capazes de induzir alcalinizacéo.

Como pode ser observado na Figura 16, em todas as fémeas alimentadas com soro
dialisado em pH 6 (n=21) houve a alcalinizacdo do conteddo do intestino médio abdominal
(IMA), com a maioria (52%) das fémeas alcalinizando para valores de pH acima de 7;

enquanto que no intestino médio toracico o pH manteve-se acido em pH ~ 6.
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Figura 17 - Efeito da alimentacdo com soro dialisado no pH do
intestino médio abdominal de fémeas de Aedes aegypti.

Quando comparamos os dados obtidos para soro dialisado e soro total, como mostrado
no Quadro 2, verificamos a concordancia dos resultados e que ambos sdo eficazes em
promover a alcalinizacdo do intestino médio. Esse resultado pode ser tido como indicativo

gue nenhuma das pequenas moléculas dialisadas ajudam o soro a promover a alcalinizacao.
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Quadro 2 — Efeitos da alimentacdo com Soro Total ou Soro Dialisado em pH 6,0.

NuUmero de Intestinos Médio NuUmero de Intestinos Médio

Toracico Observados Abdominal Observados

Intervalos | Soro Total Soro Soro Total Soro Dialisado
de pH Dialisado

pH<6,5 23 15 0 1
pH>6,5 2 0 27 22
Amostra N =25 N =15 N =27 N =23
Estatistica p = 0,5192 (Fisher) p =0,4600 (Fisher)

Para verificar se mesmo tamponado em pH 6,0, o soro humano também seria
alcalinizado pelo intestino médio, dois grupos de fémeas de Aedes aegypti foram forcadas a
ingerir soro total tamponado ou soro dialisado tamponado, ambos em pH 6. Como resultado,
observou-se que ambos os tipos de soro foram capazes de estimular a alcalinizacdo do

intestino médio abdominal (IMA), porém, com menor eficiéncia (Figuras 17 e 18; Quadro 3).
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Figura 18 — Efeito do soro total + MES 30mM (pH 6,0)
no pH do intestino médio abdominal (n=18).

Figura 19 - Efeito do soro dialisado + MES 30mM
(pH 6,0) no pH do intestino médio abdominal (n=18).
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Quadro 3 — Efeitos da alimentacdo com Soro Total ou Soro Dialisado tamponados (pH 6,0) no
pH do intestino médio.

Numero de Intestinos Médio Numero de Intestinos Médio

Toracico Observados Abdominal Observados

Intervalos | Soro Total Soro Soro Total Soro Dialisado
de pH Tamponado Dialisado Tamponado Tamponado
Tamponado

pH<6,5 10 9 3 3
pH>6,5 0 1 15 15
Amostra N=11 N =10 N =18 N =18
Estatistica p = 1,000 (Fisher) p =1,000 (Fisher)

Considerando-se que o soro total e soro dialisado foram eficazes em induzir a
alcalinizacdo mesmo quando tamponados, iniciaram-se 0s testes com proteinas para verificar
se qualquer uma seria capaz de provocar efeito semelhante, ou se haveria um reconhecimento
mais seletivo em Aedes aegypti. A primeira proteina a ser testada foi soroalbumina bovina,
uma das proteinas plasmaticas mais concentradas. Inicialmente foi preparada uma solugéo de
soroalbumina 5% tamponada em pH 6, a qual esperdvamos ser capaz de estimular a
alcalinizacdo do contetdo intestinal. Contudo, como pode ser observado no Quadro 4, nas
fémeas alimentadas houve apenas a manutencdo do pH inicial da solucéo ingerida. Isto é, ndo

ocorreu alcalinizag&o.

Quadro 4 — Efeitos da alimenta¢do com Solucdo Fisioldgica de Insetos (SFI) ou Soroalbumina
5%, tamponadas com MES 30mM (pH 6) no pH do intestino médio .

NUmero de Intestinos Médio NUmero de Intestinos Médio
Torécico Observados Abdominal Observados

Intervalos SFI Soroalbumina SFI Soroalbumina

de pH (controle) (teste) (controle) (teste)
pH < 6,5 20 18 21 19
pH>6.,5 1 1 1 0
Amostra N =21 N=19 N =22 N=19
Estatistica p = 1,000 (Fisher) p =1,000 (Fisher)

Também foi testada solucdo de soroalbumina 5% tamponada em pH 7,5. Nesse caso,

levando-se em consideracdo que a mesma solucdo em pH &cido néo foi capaz de estimular a
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alcalinizagdo, esperava-se que quando em pH bésico o intestino médio das fémeas revertesse
0 pH da solugdo para algo proximo do seu estado ndo alimentado, ou seja um pH &cido (ltem
5.1). Como pode ser visto no Quadro 5, tal hipétese foi confirmada.

Quadro 5 — Efeitos da alimentacdo com Solucéo Fisiologica de Insetos (SFI) ou Soroalbumina
5%, tamponadas com HEPES 30mM (pH 7,5) no pH do intestino médio.

NuUmero de Intestinos Médio NuUmero de Intestinos Médio
Toracico Observados Abdominal Observados

Intervalos SFI Soroalbumina SFI Soroalbumina

de pH (controle) (teste) (controle) (teste)
pH <65 21 9 24 17
pH>6,5 2 0 0 3
Amostra N =23 N =9 N =24 N =20
Estatistica p = 1,000 (Fisher) p = 0,0861 (Fisher)

Em seguida foi testada a proteina lisozima, em concentracdo 5%, com adicdo do

tampdo MES 30mM em pH 6. De acordo com os dados mostrados no Quadro 6, ndo foi

verificada alcalinizacdo seja na porc¢éo toracica ou abdominal do intestino médio.

Quadro 6 - Efeitos da alimentacdo com Solucdo Fisioldgica de Insetos (SFI) ou Lisozima 5%,

tamponadas com MES 30mM (pH 6) no pH do intestino médio.

NUmero de Intestinos Médio NUmero de Intestinos Médio
Torécico Observados Abdominal Observados
Intervalos SFI Lisozima SFI Lisozima
de pH (controle) (teste) (controle) (teste)
pH < 6,5 20 20 21 19
pH>6,5 1 0 1 0
Amostra N=21 N =20 N =22 N =20
Estatistica p = 1,000 (Fisher) p = 1,000 (Fisher)

Quando as fémeas foram forcadas a ingerir ovoalbumina 5% tamponada em pH 6,

obteve-se resultado semelhante ao de lisozima e soroalbumina em pH 6. Em todas as fémeas

alimentadas com essa solucdo, nao foi observada alteracdo de pH em nenhuma das porcdes do

intestino médio, como pode ser visto no Quadro 7.
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Quadro 7 - Efeitos da alimentacdo com Solucéo Fisioldgica de Insetos ou Ovoalbumina 5%

tamponadas com MES 30mM (pH 6) no pH do intestino médio.

Numero de Intestinos Médio
Toracico Observados

Numero de Intestinos Médio
Abdominal Observados

Intervalos SFI Ovoalbumina SFI Ovoalbumina
de pH (controle) (teste) (controle) (teste)

pH < 6,5 20 18 21 20

pH=>6,5 1 0 1 0

Amostra N=21 N =18 N =22 N =20

Estatistica p = 1,000 (Fisher) p =1,000 (Fisher)

Contudo, quando as fémeas foram alimentadas com ovoalbumina tamponada em pH
7,5, observou-se 0 Unico caso dentre as proteinas testadas em que o pH do intestino médio
abdominal manteve-se alcalino. O pH na porg&o torécica foi revertido para 6 (Figura 19) em
95% das 20 fémeas alimentadas (Quadro 8), havendo expressiva significancia (p < 0,0001)
pelo teste de Fisher. Assim, podemos interpretar que a ovoalbumina seria capaz apenas de
desligar o mecanismo que mantém o pH intestinal acido (5,5 < pH < 6), ndo sendo eficaz em

ativar os mecanismos que levariam a alcaliniza¢éo do contetdo intestinal.

Quadro 8 - Efeitos da alimentagcdo com Solucdo Fisioldgica de Insetos (SFI) ou Ovoalbumina
5% tamponadas com HEPES 30mM (pH 7,5) no pH do intestino médio.

NuUmero de Intestinos Médio NuUmero de Intestinos Médio
Toracico Observados Abdominal Observados

Intervalos SFI Ovoalbumina SFI Ovoalbumina

de pH (controle) (teste) (controle) (teste)
pH < 6,5 20 20 24 0
pH>6,5 2 0 0 19
Amostra N =24 N =22 N =24 N =19
Estatistica p = 1,000 (Fisher) p < 0,0001 (Fisher)
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Figura 20 - ColoracGes adquiridas pelo intestino médio
toracico (IMT) e abdominal (IMA) de fémeas de Aedes
aeavpti alimentadas com ovoalbumina pH 7.5.

5.4 AVALIACAO DA DISTRIBUICAO DA ATIVIDADE DE ALFA-GLICOSIDASE NO
INTESTINO MEDIO DE FEMEAS DE Aedes aegypti EM JEJUM.

A partir do ensaio enzimatico realizado obteve-se os valores para atividade da alfa-
glicosidase no intestino médio toracico (IMT) e intestino médio abdominal (IMA) de 20
fémeas (Quadro 9). Apds realizar o teste de D’ Agostino & Pearson e constatar que os dados
ndo seguiam distribuicdo normal, aplicou-se o teste de Wilcoxon, sendo entdo possivel
verificar diferenca significativa (p = 0.0011) entre as médias da atividade enzimética no IMT
e IMA. Assim, inferimos que a atividade enzimatica é aproximadamente 2.70 vezes maior no
intestino médio toracico do que no intestino médio abdominal, mesmo com a area da porcéao
abdominal expressivamente maior que da por¢do toracica. Assim, considerando a area das
diferentes porgbes do intestino médio, tem-se que a atividade alfa-glicosidéasica é
aproximadamente 13 vezes maior por unidade de area na parte toracica do que na parte

abdominal.
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Quadro 9 - Distribuicdo da atividade da enzima alfa-glicosidase nas porcdes toracica e
abdominal do intestino médio de fémeas de Aedes aegypti mantidas em jejum.

Fémea Atividade no Atividade no
Intestino Médio Intestino Médio

Toracico* Abdominal*
01 0.335 0.016
02 0.214 0.029
03 1.189 0.336
04 0.492 0.082
05 0.470 0.323
06 0.983 0.016
07 0.311 0.086
08 0.810 0.138
09 1.777 0.018
10 1.211 0.542
11 1.011 0.518
12 2.514 1.446
13 0.826 0.296
14 1.569 0.263
15 1.165 0.232
16 0.651 0.007
17 0.695 0.422
18 0.293 0.351
19 0.154 0.852
20 0.219 0.222

Média + Desvio
Padrao 0,844 + 0.608 0.310 £ 0.346
Estatistica (Teste de Wilcoxon) p =0,0011

*(Densidade dptica x h™ x intestino™)

Os resultados obtidos estdo em concordancia com os dados disponiveis na literatura,
uma vez que a alfa-glicosidase encontrada no intestino de mosquitos (enzima de membrana)
atua na digestdo de aclcares em pH é&cido (5,5 < pH < 6), e que tal processo se concentra no

intestino médio toracico mesmo em fémeas alimentadas com sangue.
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6. DISCUSSAO

O habito hematofagico surgiu independentemente entre as diferentes ordens de
insetos, inclusive na ordem Diptera (Ribeiro, 1995). A tradicional divisdo de Diptera em duas
subordens é contestada uma vez que Nematocera é considerada parafilética, sendo substituida
por vérias infra-ordens incluindo Psycodomorpha e Culicomorpha. Isso significa pelo menos
dois eventos independentes de hematofagia em insetos ndo-Brachycera. Culicomorpha pode
ter se originado de um dnico ancestral hematofago durante o Triassico, o qual originou 11
familias, das quais somente quatro mantiveram a hematofagia: Culicidae, Simuliidae,
Ceratopogonidae e Corethrellidae. Por outro lado, dado as extensas perdas da hematofagia em
Culicomorpha, um evento mais parsimonico seria que tal habito evoluiu do Gltimo ancestral
comum de Psycodomorpha e Culicomorpha, com perda expressiva do habito hematofagico
através das linhagens. Em alternativa, a hematofagia pode ter evoluido independentemente em
cada familia principal de Nematocera (Ribeiro, Mans, & Arca, 2010).

Levando-se em consideracdo que Culicidae e Psychodidae compartilham a
caracteristica de apenas fémeas alimentarem-se de sangue, e tendo como base os estudos
realizados envolvendo a fisiologia intestinal de flebotomineos e mosquitos, o presente
trabalho objetivou elucidar como seria a regulacdo dos mecanismos envolvidos na
manutencdo do pH intestinal de Aedes aegypti, e 0 quao semelhantes eles seriam ao de
Lutzomyia longipalpis, cuja fisiologia intestinal, no que toca ao controle do pH intestinal, é a
espécie mais bem estudada dentre os dipteros nematdceros.

Os dados obtidos envolvendo os testes com Solucdo Fisiol6gica de Insetos (SFI) e o
corantes indicadores de pH sugerem que 0 mecanismo de manutencdo do pH intestinal em
Aedes aegypti € semelhante ao observado em Lutzomyia longipalpis (Santos et al., 2008).
Quando as fémeas foram alimentadas com solucdes alcalinas com pH aproximado de 7,5 o
intestino médio, em especial a por¢do abdominal, age para acidificar o contetdo intestinal,
retornando ao valor original, de modo que na maioria das fémeas houve reducao até pH ~ 6.

Similar ao verificado por Gontijo et al. (1998) em fémeas de L. longipalpis, 0
diverticulo de fémeas de A. aegypti manteve o pH inicial das solugdes ingeridas, corroborando
os dados de que este compartimento ndo possui mecanismos de controle de pH. Ressalta-se
gue em alguns dos experimentos verificou-se que o pH do diverticulo, que deveria ter-se
mantido alcalino uma vez que o pH inicial das solugdes testadas era 7,5, na verdade acidificou
para valores variando de 5,5 a 6. Essa observagdo ndo contradiz a afirmacdo de que nesse

compartimento ndo héa regulacdo de pH, e pode ser explicada pela presenca de bactérias no
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diverticulo de Aedes aegypti. Em experimento realizado por Gusmédo et al. (2007) foi
identificar as principais bactérias que habitam o diverticulo ventral de A. aegypti e
determinou-se que tais bactérias sdo capazes de promover acidificacdo a partir da fermentacéo
de solugdes agucaradas.

E estabelecido que a digestdo de sangue por insetos pertencentes a subordem
Nematocera desencadeia vérias alteracbes no ambiente intestinal, e dentre as enzimas que
atuam nesse processo, a principal € a tripsina. Em Simulium venustum e Simulium rugglesi o
pH 6timo para atuacdo da tripsina é 8,4 (Yang & Davies, 1968); em Phlebotomus papatasi e
Phlebotomus langeroni, tripsina e aminopeptidades tém atividade 6tima em pH alcalino
(Dillon & Lane, 1993). Em Aedes aegypti a digestdo do sangue leva a expressdo de diferentes
tipos de tripsina (precoce e tardia) que atuam em diferentes momentos (Noriega & Wells,
1999), e de exopeptidases cujos picos de atividade coincidem com os momentos de maior
atuacdo da tripsina tardia, e que apresentam ampla faixa de pH 6timo, variando entre 6,5 e 8,5
(Noriega et al., 2002).

Considerando que as enzimas que atuam na digestdo do repasto sanguineo requerem
pH alcalino para atuarem de maneira 6tima, € plausivel que a ingestdo de sangue promova a
alcalinizacdo do IMA (intestino médio abdominal). Santos et al. (2008) verificaram que a
digestdo do repasto sanguineo em Lutzomyia longipalpis promove intensa alcaliniza¢éo do pH
do IMA, o qual atinge valores de até 8,15 nas primeiras 10 horas ap6s o inicio da digestdo. .

Em concordancia com o descrito por Bilker et al. (2000), observamos em nossos
experimentos que a digestdo do repasto sanguineo em fémeas de Aedes aegypti estimula a
alcalinizacdo do IMA, mas de modo menos intenso, quando consideramos que o pH elevou-se
apenas durante as 3 primeiras horas ap0s o inicio da digestdo, com valor médio maximo de
7,54.

Vaérios sdo os fatores que influenciam na digestdo do sangue em mosquitos, como
idade, acasalamento, tempo para formacdo da matriz peritrofica e presenca de bactérias no
intestino (Downe, 1975; Villalon et al., 2003; Gaio et al., 2011), mas 0s mecanismos
envolvidos na alcalinizacdo da porcdo abdominal do intestino durante a digestdo do sangue
em mosquitos permanecem para serem elucidados.

Em Lutzomyia longipalpis, o intestino médio toracico é responsavel pela digestéo de
agucares, e € nessa porcdo onde ha a maior concentracdo das enzimas responsaveis por este
processo. As principais enzimas pertencem ao grupo das alfa-glicosidases, que atuam em pH

acidos, com pH 6timo variando entre 50 a 6,5. Sdo enzimas capazes de hidrolizar
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oligossacarideos, e a ocorréncia de uma alfa glicosidase que hidroliza sacarose melhor do que
maltose estaria relacionada a maior ingestdo de sacarose na dieta, como ocorre com Aedes
aegypti adultos (Terra & Ferreira 1994).

Segundo Santos et al. (2008) a concentracdo de alfa-glicosidase em flebotomineos é
maior no intestino médio torécico justamente pelo pH dessa regido apos a ingestdo de sangue
ser proximo do pH ideal para sua acdo (pH 5,8), o que pode ser tido como importante
evidéncia de que essa por¢cdo do intestino medio € o ambiente em que hd a digestdo de
sacarose pela alfa-glicosidase em fémeas alimentadas com sangue (Gontijo et al., 1998).
Desta forma, a digestdo simultanea de carboidratos e proteinas ocorreria nas por¢des torécica
e abdominal do intestino, cada qual em diferentes pHs.

Levando-se em consideracdo que a morfologia do tubo digestivo e o habito alimentar
de A. aegypti e L. longipalpis sdo similares, partimos do pressuposto que em fémeas de A.
aegypti a regido torécica do intestino médio seria também o local de digestdo de agUcares, e
assim, mesmo apés o repasto sanguineo o pH desse local se manteria acido; e que, portanto, a
atividade de alfa-glicosidase seria proporcionalmente maior na porcdo toracica do que na
abdominal.

Corroborando nossa hip6tese, foi verificado em nossos experimentos que em todas as
fémeas avaliadas o intestino médio toracio manteve-se &cido, com pH entre 5,5 e 6,0; e em
concordancia com tais resultados, o ensaio enziméatico para avaliar onde haveria maior
atividade alfa-glicolitica mostrou que a acdo da enzima concentra-se principalmente no
intestino médio toracico, sendo 2,70 vezes maior do que no intestino médio abdominal.

Segundo Okuda et al. (2005) o perfil da atividade de alfa-glicosidase permitiria que
parte dos acUcares ingeridos fosse diretamente ao intestino, caso esse estivesse vazio,
enquanto a maior parte do acucar seria gradativamente liberado nas horas que seguem a
refeicdo, e a medida que a digestdo prossegue, os niveis de alfa-glicosidase diminuiriam até
valores basais, 0 que pode demonstrar a existéncia de um equlibrio entre sintese e uso.

Uma vez constatado que a ingestdo de sangue é capaz de promover a alcalinizacao da
porcdo abdominal do intestino médio, foram realizados testes para tentar elucidar quais
componentes do sangue seriam responsaveis por ativar tal mecanismo. Os experimentos

realizados e os resultados obtidos encontram-se resumidos no quadro 10.
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Quadro 10 - pH nas regides toracica e abdominal do intestino médio de fémeas de Aedes
aegypti apos alimentacgdo forgada com diferentes solugdes.

Intervalo de pH com Maior
Frequéncia Apds Alimentacdo
SUBSTANCIA TESTADA pH ANTES DA | Intestino Médio | Intestino Médio
ALIMENTACAO Toracico Abdominal
<65 | =6, <6,5 > 6,5
Solucdo Fisioldgica de Insetos
(SFI) + HEPES 160mM 7,5 X X
Soro Total Inativado 6,0 X X
Aminoécidos a 100mM + MES 6,0 X X
30mM
Soro Dialisado 6,0 X X
Soro Total + MES 30mM 6,0 X X
Soro Dialisado + MES 30mM 6,0 X X
Lisozima 5% + MES 30mM 6,0 X X
Soroalbumina + MES 30mM 6,0 X X
Soroalbumina + MES30mM 7,5 X X
Ovoalbumina + MES 30mM 6,0 X X
Ovoalbumina + MES 30mM 7,5 X X

Em estudo prévio realizado por Santos et al. (2011) foi testado o efeito de diferentes
solucgdes no pH do intestino médio de Lutzomyia longipalpis. Assim como em flebotomineos,
0 soro humano total foi prontamente eficaz em estimular a alcalinizag&o da porg¢éo abdominal
do intestino médio.

Uma vez que o soro total promoveu a elevagdo de pH, uma solugdo de amino&cidos a
100mM foi a proxima a ser testada. Ao contrario do verificado em flebotomineos, os
aminoacidos, mesmo em elevada concentracdo nao foram eficazes em induzir alcalinizagéo, o

que nos levou a testar em seguida o soro dialisado em membrana de 12 kDa. Com a retirada
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das pequenas moléculas que compdem 0 soro, permaneceram apenas as macromoléculas
constituidas principalmente de proteinas as quais pensdvamos ser responsaveis pela elevacao
do pH quando da ingestdo de soro.

Os testes mostraram que o soro dialisado foi capaz de promover o aumento do pH no
intestino medio abdominal (IMA). Quando consideramos que em 52% das fémeas
alimentadas com soro dialisado houve alcalinizagdo do pH para valores acima de 7,0, contra
85% nas fémeas alimentadas com soro total, percebemos que o soro dialisado é eficaz em
promover alcalinizacdo do IMA, apesar da menor intensidade. Também verificamos aumento
do pH quando as fémeas foram alimentadas com soro total e soro dialisado tamponados com
MES 30mM, o que reforcou o fato de que alguma macromolécula presente no soro seria a
responsavel por desencadear a alcalinizacéo.

Partindo do principio de que macromoléculas, possivelmente proteinas presentes no
soro, podem estar envolvidas no processo de percepcdo da ingestdo de sangue e que por isso
séo capazes de alcalinizar o intestino, iniciamos os testes com diferentes solugGes proteicas.
No estudo realizado por Santos et al. (2011) foram utilizadas diversas solucdes proteicas com
o0 intuito de verificar se mesmo proteinas que ndo fazem parte da dieta de L. longipalpis
seriam capazes de estimular a alcaliniza¢do do intestino médio abdominal, e com base nesse
estudo selecionamos as proteinas utilizadas em nossos experimentos.

A primeira solucdo testada foi soroalbumina em pH 6, a qual estimulou a alcalinizagao
tanto no intestino médio toracico quanto no abdominal em L. longipalpis, mas nédo foi capaz
de desativar o mecanismo de manutencdo de pH acido e promover a alcalinizacdo em A.
aegypti. Mesmo quando testada em pH 7,5, a soroalbumina ndo forneceu o estimulo
necessario para ao menos manter o pH da solucéo alcalino.

Em seguida testamos lisozima 5% em pH 6 tamponada com MES 30mM. Apesar de
tal proteina ndo estar presente na dieta de A. aegypti em condicBes naturais, nem de outros
insetos, lisozima a 5% em pH 6 foi capaz de estimular prontamente a alcalinizagdo do
intestino médio abdominal em Lutzomyia longipalpis (Santos et al., 2011). Ja em A. aegypti
ndo foi verificado qualquer efeito no pH do IMA.

A Ultima solugdo proteica testada foi de ovoalbumina 5% tamponada com MES
30mM. A ovoalbumina é a proteina mais abundante em ovos de aves e foi uma das primeiras
a ser isolada em sua forma pura. E uma glicoproteina com massa molecular de 45 kDa,

pertencente a superfamilia das serpinas, a qual também abrange desde inibidores de serino-
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proteases do plasma humano até proteinas sem qualquer fungéo inibitoria conhecida, como a
propria ovoalbumina (Huntington & Stein 2001).

Constatamos que as solugfes proteicas testadas ndo foram capazes de estimular a
alcalinizacdo do intestino médio de fémeas de Aedes aegypti, 0 que contrasta com o
observado em fémeas de Lutzomyia longipalpis (Santo et al., 2011), em que as mesmas
solugdes utilizadas em nossos experimentos, igualmente tamponadas, foram capazes de
induzir a alcalinizacdo eficientemente o intestino médio desses insetos. Devemos, contudo,
considerar que sendo o mecanismo de alcalinizacdo em Aedes aegypti menos eficaz do que o
verificado em outros dipteros nematoceros hematofagos, ha a possibilidade do tamponamento
das solugdes utilizadas ter interferido na ativagdo da alcalinizacéo.

Diferentemente do observado para as outras solugdes avaliadas, o intestino de Aedes
foi capaz de responder a presenca de ovoalbumina no pH 7,5 e ndo acidificou o contetdo
intestinal como fez com todas as outras proteinas. Este foi um resultado bastante
surpreendente, pois nenhum inseto hemat6fago ingere albumina de ovo e ndo poderiam ter
desenvolvido um mecanismo de alcalinizacdo que dependesse de perceber a ingestdo dessa
proteina.

Assim, consideramos a hipdtese do resultado obtido com a ovoalbumina ter sido
discrepante em relacdo as demais proteinas testadas devido ao provavel reconhecimento de
alguns dos aminoacidos que sdo comuns entre ovoalbumina e alguma das proteinas
plasmaticas. De fato, o sangue possui algumas proteinas da superfamilia das serpinas que séo
bastante semelhantes a ovoalbumina. Dentre elas, poderiamos citar as proteinas plasmaticas
humanas PAI-2 (ativador 2 de plasminogénio), al-antitripsina, e El (inibidores de elastase)
com percentual de pares idénticos de aminoacidos com ovoalbumina de, respectivamente
39,9%, 32,5% e 39,2%. Além disso, também foi verificada a similaridade de pares de
aminoacidos com e de 29,8% com antitrombina |1l (Remold-O’Donnell, 1993).

E muito provavel que o intestino de Aedes aegypti reconheca uma ou mais dessas
proteinas plasmaticas da superfamilia das serpinas de modo a identificar um repasto
sanguineo e responder alterando o pH intestinal de modo a se preparar para comecar a
digestdo do sangue.

Como a ovoalbumina apresenta similaridade parcial com algumas proteinas
plasmaticas, julgamos que um reconhecimento “parcial” dessa proteina pelo intestino médio
abdominal das fémeas de A. aegypti foi suficiente manter a solugdo de ovoalbumina 5%

alcalina quando testada em pH 7,5, mas por outro lado insuficiente para desencadear a
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alcalinizacdo da solucdo ingerida em pH 6, como deveria acontecer com a(s) proteina(s)
plasmaética(s) que o inseto utiliza como indicadora(s) da ingestdo de sangue.

A identificacdo das proteinas responsaveis pelo estimulo alcalinizante poderia ser feita
a partir do fracionamento das proteinas plasmaticas por meio de cromatografia liquida seguida
de sua identificacdo por espectrometria de massa. E a proteina purificada poderia ser utilizada
em ensaios para confirmacdo do seu papel nesse processo fisioldgico.

Logo apos a deteccdo da presenca de sangue no interior do intestino médio abdominal,
outros mecanismos fisiologicos devem entrar em acdo. Hormonios liberados na hemolinfa
apos a ingestdo de sangue certamente tém um papel relevante no controle da digestdo (Lea,
1972). Estes hormonios poderiam vir de células enddcrinas presentes no proprio intestino e/ou
de outros 6rgaos do inseto como o sistema nervoso e ovarios. Um exemplo seria 0 horménio
neurosecretado para desenvolvimento de ovos (EDNH), o qual é secretado a partir da ingestao
de sangue e que estimula a sintese vitelogénica pelos corpos gordurosos do inseto (Lea &
Handel 1982).

O padrédo geral de funcionamento do tubo digestivo de Aedes aegypti, caracterizado
por um pH acido antes da ingestdo de sangue e alcalino no intestino médio abdominal apés
sua ingestdo, é muito semelhante ao do flebotomineo Lutzomyia longipalpis. Provavelmente
esse seja o padrdo geral entre todos os Nematocera hematdfagos. E possivel que a condicio
primaria entre todos os Diptera Nematocera adultos, incluindo os ndo hemat6fagos, seja um

intestino médio ligeiramente acido com pH préximo ao pH 6.
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7. CONCLUSAO

Os insetos pertencentes as subfamilias Culicinae e Phlebotominae apresentam habitos
alimentares semelhantes, onde apenas as fémeas necessitam ingerir tanto agucares quanto
sangue para dar continuidade a seu desenvolvimento. Assim, é plausivel que Aedes aegypti e
Lutzomyia longipalpis apresentem caracteristicas similares quanto a fisiologia intestinal.

Em A. aegypti o sangue ingerido pelo repasto sanguineo promove a alcalinizacdo do
pH do intestino médio abdominal de modo a compartimentalizar a digestdo do sangue, assim
permitindo que esse evento ocorra independentemente da digestdo de agucares, a qual tem
lugar no intestino médio toracico.

Acreditamos que uma proteina plasmatica semelhante estruturalmente a ovoalbumina
funcione como sinal para que o intestino perceba que ocorreu ingestdo de sangue. Deste
modo, daremos prosseguimento ao nosso estudo para tentar elucidar quais 0s mecanismos
envolvidos na regulacdo do pH em A. aegypti e qual (is) seriam os componentes do soro

envolvidos na alcalinizacdo do pH intestinal.
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ANEXO | - PARECER DO COMITE DE ETICA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Senhor{a) Professoria) Nelder de Figueiredo Gontijo,

Apds analise de sua solicitacdo de avaliagio do projeto Estudo do mecanismo de confrole do pH intestinal
em mosquitos, submetido a esta comissdo pelo protocolo 61/ 2015, a CEUA decidiu aprovar a sua
solicitacdo.

Justificativa: Aprovado na reunido do dia 25/05/2015.
Para acessar ao seu projeto clique no link:

hitps:fwww ufma br/biostical/cetealceus/
Belo Honzonte, 26/05/2015.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https:/fwww.ufmg.br/bioetica/cetealceual
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2® Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www . ufma bribioeticalcetea - cetea@prpa. ufma.br
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