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Consideracdes Iniciais

O maior desenvolvimento de meios de controle biorracionais (meios de controle
baseados na biologia dos insetos) esta a requerer um melhor conhecimento do sistema
digestério dos insetos, uma vez que a tecnologia de transferéncia de genes entre
diferentes organismos ja se encontra bem avancada, porém, o conhecimento de alvos
para serem explorados é reduzido. Provavelmente por causa disto, as duas ultimas
décadas mostraram um desenvolvimento das pesquisas em digestdo de insetos sem
paralelo com as décadas anteriores. Isto pode ser explicado pelo fato de que as
funcdes digestivas em insetos representem um modelo riquissimo de informacdes, seja
do ponto de vista da fisiologia comparada, uma vez que a classe Insecta possui
representantes adaptados a uma multiplicidade enorme de habitats e habitos
alimentares, seja porque o aparelho digestivo represente uma das principais interfaces
entre 0 meio interno do inseto e seu meio ambiente, e que por isto, se torne uma das
mais promissoras fontes de alvos para serem explorados em técnicas de controle
biorracional. Neste capitulo serdo explorados alguns tépicos relacionados a digestao
em insetos fit6fagos e hemat6fagos. Em relacédo aos insetos fitéfagos, énfase serd dada
a inducdo de enzimas digestivas frente a inibidores produzidos pelas plantas e a
ocorréncia de uma estrutura celular Unica, encontrada em Hemiptera chamada de
membrana perimicrovilar.

Compartimentos Intestinais e Fases da Digestdo em Insetos

O principal sitio de digestao e absorcdo em insetos na maior parte das espécies € o
intestino médio. Este se constitui num tubo simples (ventriculo) de onde podem se
expandir diverticulos (cecos gastricos) usualmente na sua extremidade proximal. Na
maior parte dos insetos, o intestino médio contém no seu limen uma membrana
(também chamada de matriz) quitino protéica (membrana peritrofica) que envolve o
alimento ingerido, e que separa o contetdo luminal em dois compartimentos, 0 espaco
endoperitréfico (dentro da membrana) e o espaco ectoperitrofico (fora da membrana)
(Figura 1).
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Figura 1. Representagcdo esquemaética do trato intestinal de insetos. Observar
0s subcompartimentos presentes no intestino médio e o contra-fluxo de dgua que
ocorre no espaco ectopritréfico.

O epitélio do intestino médio é simples e composto por um tipo principal de célula,
usualmente chamada de célula colunar, muito embora elas possam assumir outras
formas, células regenerativas, as quais sao agrupadas em ninhos na base do epitélio, e
células para as quais as fun¢cBes ndo sdo bem conhecidas, mas que sao assumidas
como enddcrinas (Ribeiro e cols.,1990) (Figura 2). As células colunares estdo envolvidas
na absorcdo e secrecdo de agua, de enzimas digestivas, digestdo através de enzimas
associadas as membranas das microvilosidades e absorcdo de nutrientes (Terra e
Ferreira, 1994). Células especializadas encontradas no intestino médio incluem as
caliciformes, as quais em larvas de Lepidoptera sdo responsaveis pelo transporte ativo
de ions potéassio da hemolinfa para o limen ventricular (Harvey e cols.,1983), células
oxinticas, as quais se supdem bombear protons para o limen ventricular de larvas de
Diptera Cyclorrhapha (Terra e Ferreira, 1994), e as de Hemiptera e Thysanoptera, as
quais apresentam sistemas de membranas plasmaticas extracelulares, como veremos
adiante com mais detalhes.

A maior parte do alimento que requer digestdo nos insetos é composta por
polimeros, tais como amido, celulose, hemiceluloses e proteinas. O processo digestivo
ocorre em trés fases: inicial, intermediéria e final. Inicialmente, um decréscimo na massa
molecular dos polimeros ocorre pela acdo de despolimerases, tais como amilases,
celulases, hemicelulases e proteinases. Os oligbmeros resultantes sofrem hidrélise por
oligomerases, exemplificadas por aminopeptidases agindo sobre fragmentos resultantes
da hidrdlise de proteinas. Os produtos da fase intermediaria da digestdo sdo dimeros ou
pequenos oligdmeros, tais como maltose, celobiose e dipeptideos, derivados da hidrolise
de amido, celulose e proteinas, respectivamente. Na fase final da digestdo, os dimeros
sao clivados a monémeros por dimerases, exemplificadas por maltase, celobiase e
dipeptidases.

A primeira tentativa em correlacionar os compartimentos intestinais com as fases da
digestdo em insetos foi realizada em larvas de Rhynchosciara americana (Diptera:



Sciaridae) (Terra e cols.,1979). Os resultados mostraram que em larvas de R. americana
o-amilase e tripsina estdo presentes nas células e nos espacos endo e ectoperitroficos,
aminopeptidase e trealase sado encontradas nas células e no espaco ectoperitrofico, e
que finalmente dissacaridases (exceto a trealase), dipeptidase e fosfatase estéo restritas
as células do epitélio intestinal. Isto levou a proposi¢cdo de que a digestdo inicial ocorre
no espaco endoperitréfico, e que as fases intermediaria e final ocorrem no espaco
ectoperitréfico e ao nivel das células intestinais, respectivamente. Com bases nesses
resultados, os autores propuseram um modelo chamado de Circulacdo endo-
ectoperitréfica para descrever a compartimentacdo do processo digestivo nessa espécie.
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Figura 2. Representacdo esquematica dos principais tipos de células encontradas
no epitélio intestinal de insetos.

Utilizando técnicas similares as usadas para R. americana, a compartimentacéo
das enzimas digestivas foi estudada em inUmeros insetos. As enzimas envolvidas em
digestao inicial sdo sempre encontradas no espaco endoperitrofico, enquanto aquelas
que desempenham papéis nas fases intermediaria e final passam para o espago
ectoperitréfico ou séo restritas as células intestinais, dependendo da posicao
filogenética do inseto (revisbes em Terra e Ferreira, 1994; 2005).



Inducdo de Enzimas Digestivas em Resposta a Ingestdo de Inibidores Protéicos de
Origem Vegetal

O fenbmeno da inducdo de enzimas digestivas em resposta a ingestdo de
inibidores protéicos de origem vegetal foi descoberto como consequéncia dos estudos
sobre adaptacdo de larvas de lepidopteros a plantas transgénicas, que super-
expressavam inibidores de proteinases tipo tripsinas (Jongsma e cols.,1995, Broadway,
1996). A despeito do grande impacto dessa descoberta, ainda ndo se conhecem os
detalhes dos mecanismos através dos quais 0s insetos reconhecem a presenca dos
inibidores no trato intestinal (revisbes em Broadway, 1997, Jongsma e Bolter, 1997).
Mais recentemente foi demonstrado que a inducéo de tripsinas em lepidépteros se da no
nivel de transcricdo génica (Mazumdar-Leighton e Broadway, 2001), o mesmo ocorrendo
com a inducdo de proteinases tipo catepsina B em larvas do caruncho Callosobruchus
maculatus (Moon e cols.,2004).

Resultados recentes mostraram que ndo somente proteinases podem ser induzidas
em insetos pragas, mas que o-amilases também s&o induzidas no bruquideo Zabrotes
subfasciatus, o qual ataca gréos do feijdo comum (Phaseolus vulgaris) e do feijao-de-
corda (Vigna unguiculata) entre outras espécies de leguminosas. A ingestéo do inibidor de
a-amilase purificado de sementes de P. vulgaris (aAl-1) por larvas de Z. subfasciatus
provoca a inducdo de duas novas formas de amilases de baixa migracéo eletroforética
(Silva e cols.,2001a; 2001b).

Varios trabalhos tém mostrado que inibidores de a-amilases sé@o particularmente
toxicos para bruquideos pragas do velho mundo, como as espécies Callosobruchus
maculatus, além das espécies Callosobruchus chinensis e Bruchus pisorum (Ishimoto e
Kitamura, 1989; Hueusing e cols.,1991; Ishimoto e Chrispeels, 1996).0 fato de C.
maculatus ndo se desenvolver em sementes do feijdo comum tem sido atribuido a
presenca de um inibidor de a-amilase presente nos gréos cultivados, chamado de inibidor
de a-amilase 1 (a-All) (Ishimoto e Kitamura, 1989; Ishimoto e Chrispeels, 1996, Grossi-
de-Sé& e Chrispeels, 1997). Na verdade, espécies do género Phaseolus se caracterizam
por apresentar uma superfamilia de proteinas potencialmente toxicas que englobam
inibidores de a-amilases, lectinas e arcelinas (Svensson e cols.,2004).

A eficacia de inibidores de [1-amilases em conferir resisténcia a certas espécies de
bruquideos ficou ainda melhor estabelecida com a produgédo de sementes transgénicas,
como no caso de ervilhas que se tornaram resistentes ao seu bruquideo praga (Shade e
cols.,1994; Schroeder e cols.,1995).

No caso da inducdo de amilases em larvas de Z. subfasciatus, sabemos que
embora o inibidor aAl-1 iniba somente de forma parcial a amilase constitutiva do inseto em
ensaios in vitro, sua presenca na luz intestinal desencadeia a secre¢do de um dimero de
amilases (Silva e cols.,2001a; 2001b). E possivel que o intestino do inseto produza uma
proteinase serinica minoritaria (Ishimoto e Chrispeels, 1996; Silva e cols.,2001c) cuja
funcdo € clivar o inibidor liberando peptideos, que sdo reconhecidos por receptores no
epitélio intestinal. O reconhecimento dos peptideos desencadearia uma cascata de
sinalizagdo que culminaria com a sintese e secre¢ao do dimero de amilases.



Apesar da importancia da descoberta do fendmeno de inducdo de enzimas
digestivas de insetos frente ao consumo de inibidores protéicos na dieta, pouco se
avancou sobre os mecanismos moleculares envolvidos na detecgéo dos inibidores no
trato intestinal. Tanto no caso da inducédo de proteases, quanto no caso da inducédo de
amilases, a descricao dos passos que levam desde a deteccao dos inibidores no intestino
médio a expressao dos genes das enzimas induzidas ainda € um campo aberto para
investigacao.

Aspectos Evolutivos e Funcado das Membranas Perimicrovilares (MPM)

A membrana plasmatica que reveste as microvilosidades das células intestinais
(membrana microvilar) dos Hemiptera e Thysanoptera € revestida por uma outra
unidade de membrana (chamada membrana perimicrovilar por Terra, 1988) (Figura 3).
Essa estrutura foi inicialmente descrita em Fulguroidae (Sternorrhyncha) como
delaminacdo da superficie das células epiteliais (Reger, 1971) e em Triatoma infestans
(Burgos e Gutierrez, 1976; Gutierrez e Burgos, 1978), Rhodnius prolixus (Lane e
Harrison, 1979) e Oncopeltus fasciatus (Baerwald e Delcarpio, 1983) como uma forma
modificada de glicocdlix ou mesmo um tipo peculiar de membrana peritréfica. A
consideracdo de que as membranas perimicrovilares se tratavam de unidades de
membranas verdadeiras veio através dos estudos de criofratura (Lane e Harrison, 1979;
Andries e Torpier, 1982) e de suas propriedades citoquimicas (Gutierrez e Burgos,
1978) e da sua tipica aparéncia trilaminar quando vista em microscopia eletronica de
transmissao. Apesar de membranas perimicrovilares ndo terem sido descritas em
Cicadoidea e Cercopoidae (Marshall e Cheung, 1974), Cicadelloidea (Lindsay e
Marshall, 1980) e Aphididae (O’loughlin e Chambers, 1972), a inspecdo das
eletromicrografias publicadas e trabalhos mais recentes mostraram que essas
membrnas estao presentes nesses insetos (Terra, 1988; Silva e cols.,1995; 2004).

Outros grupos relacionados aos Hemiptera também apresentam o sistema de
membranas perimicrovilares. Kitajima (1975) descreveu estruturas muito similares as
membranas perimicrovilares em tripes (Thysanoptera), referindo-se as mesmas como
um tipo especial de glicocélix. Silva e cols.(2004) demonstraram através de microscopia
eletrbnica de transmissao e imunocitolocalizacdo de a-glucosidase (enzima marcadora
de membranas perimicrovilares) que a ordem Thysanoptera também possui membrana
perimicrovilar. Neste mesmo trabalho, foi visto que nas ordens Psocoptera e
Phthiraptera essa estrutura estd ausente. De acordo com a filogenia proposta por
Kristensen (1981), o grupo Paraneoptera teria dado origem a duas superordens:
Psocodea, que compreende as ordens Psocoptera e Phthiraptera (piolhos), e
Condylognatha, que compreende as ordens Hemiptera e Thysanoptera. Desta forma,
0s resultados obtidos por Silva e cols.(2004) sugerem que o sistema de membranas
perimicrovilares surgiu em um possivel ancestral Condylognatha.

A membrana perimicrovilar mantém uma distancia constante da membrana
microvilar (Burgos e Gutierrez, 1976; Gutierrez e Burgos, 1978; Lane e Harrison, 1979),
estendendo-se em diregdo ao lumen ventricular e terminando em fundo cego. Desta
forma, a membrana perimicrovilar e a microvilar delimitam um compartimento fechado,
denominado de espaco perimicrovilar (Terra, 1988; Silva e cols.,1995). A membrana



perimicrovilar € uma estrutura permanente, estando presente em todos os estagios
ninfais e nos adultos, seja em insetos alimentados ou em jejum (Lane e Harrison, 1979;
Baerwald e Delcarpio, 1983; Silva e cols.,1995; 2004). Todavia, a sua extensao parece
depender da alimentacéo do inseto, tornando-se mais abundante no inseto alimentado
(Billingsley e Downe, 1983; Damasceno de Sa e cols.,2007).

A origem das membranas perimicrovilares ainda ndo € completamente
conhecida. Em 1979, Lane e Harrison, propuseram que as mesmas eram formadas
pela transferéncia de lipoproteinas sintetizadas por cisternas de reticulo endoplasmatico
liso que se localizavam proximas as microvilosidades. Andries e Torpier, em 1982,
postularam que camadas de membranas eram formadas dentro de vesiculas, sendo
que as camadas internas eram incorporadas a membrana perimicrovilar apés a fusédo
da membrana externa da vesicula com a microvilar. Em 1995, Silva e colaboradores
propuseram um modelo para a origem das membranas perimicrovilares a partir do
complexo de Golgi. Nesse modelo, vesiculas com duas membranas sao formadas a
partir de cisternas com dupla membrana provenientes da regido do trans Golgi. Essas
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Figura 3. Representacdo simplificada do modelo proposto para a origem das
membranas perimicrovilares. Maiores detalhes em Silva e cols. 2005.



vesiculas com dupla membrana originariam as membranas perimicrovilares apés dois
eventos sucessivos de fusdo: primeiro da membrana externa da vesicula com a
membrana microvilar e segundo, da membrana interna vesicular com a perimicrovilar.
Essa hipotese foi reforcada apds a imunolocalizacdo de a-glucosidase em algumas
areas do complexo de Golgi e na membrana interna dessas vesiculas de dupla
membrana (Silva e cols.,1995), a qual se especulava ser a que daria origem as
perimicrovilares. Cristofoletti e cols.(2003) demonstraram que a superficie das células
intestinais dos afideos desvia-se desse modelo, aparentemente como resultado da
adaptacdo a sugar seiva de floema altamente concentrada com sacarose. Nesses
insetos, as membranas perimicrovilares, entdo denominadas de membranas
perimicrovilares modificadas, encontram-se associadas com um sistema de lamelas que
estdo ligadas umas as outras por trabéculas, conferindo uma maior resisténcia ao
tecido durante o trafego de vesiculas. No modelo proposto por Cristofoletti e
cols.,(2003), as vesiculas que brotam de cisternas do Golgi sao circundadas por reticulo
endoplasmatico rugoso livre de ribossomos, formando uma vesicula multimembranar.
Essas vesiculas com mdltiplas membranas se fusionam na base das lamelas e
progridem por entre elas. Tado logo a vesicula atinge a superficie apical, suas
membranas permanecem ligadas na superficie luminal das lamelas. De acordo com
esse modelo, as membranas lamelares sdo derivadas de membranas do reticulo
endoplasmatico rugoso, enquanto que as perimicrovilares modificadas originam-se de
cisternas do Golgi.

E proposto que os Heteroptera tenham evoluido de sugadores de seiva similares
aos Sternorrhyncha atuais, assim como o ancestral de toda a ordem Hemiptera
(Goodchild, 1966; Silva e cols.,2004). Provavelmente associado a este fato, os
Hemiptera perderam a membrana peritrofica, camada que reveste o alimento no
intestino médio de insetos e que leva a uma compartimentacdo do processo digestivo.
Essa compartimentacdo aumenta a eficiéncia da digestao e € util apenas quando ocorre
digestédo de polimeros, 0s quais ndo existem na seiva. A perda da membrana peritréfica
e de hidrolases que clivam moléculas poliméricas pode estar, portanto, relacionada a
perda da digestao luminal nesses insetos (Terra, 1988; Terra e Ferreira, 1994; Silva e
Terra 1994; Silva e cols.,2004).

Embora as membranas perimicrovilares possam funcionar como uma espécie de
membrana peritrofica nos Hemiptera que apresentam digestdo luminal de polimeros
(hematofagos, predadores e sugadores de sementes), nos hemipteros sugadores de
seiva vegetal, essa estrutura provavelmente surgiu para permitir a absor¢édo de
aminoacidos presentes em baixas concentracbes na seiva (Terra, 1988; Terra e
Ferreira, 2005). O maior problema enfrentado pelos insetos sugadores de seiva é
assegurar a absorcdo de nutrientes essenciais, tais como aminoacidos, que ocorrem
em baixas concentragbes em todos os tipos de seiva. De acordo com Terra (1988), os
sugadores de floema realizariam essa absorcdo segundo o seguinte modelo: as
membranas microvilares transportariam ativamente ions potassio (o principal ion da
seiva) do espago perimicrovilar para as células ventriculares, gerando um gradiente de
concentracdo entre a seiva presente no limen ventricular e o espaco perimicrovilar.
Esse gradiente de concentracdo poderia ser usado para forcar a absorcdo de
compostos organicos atraves de transportadores especificos na membrana



perimicrovilar, onde uma vez no espaco perimicrovilar, poderiam difundir-se até
transportadores na membrana microvilar (Terra, 1988; Silva e cols.,1995).

Além da presenca de uma membrana perimicrovilar responsavel pela absorcéo
de nutrientes essenciais de uma dieta diluida, outras caracteristicas fisiolégicas que
parecem ter seguido a adaptacao destes insetos a um habito sugador de seiva incluem:
auséncia de papo; perda do intestino anterior e da circulacdo endo-ectoperitrofica de
enzimas digestivas (Terra, 1990). A ocorréncia de proteinases cisteinicas no intestino
médio dos Heteroptera (Terra e cols.,1988; Kollien e cols.,2004) e a auséncia de
enzimas do tipo tripsinas podem ser o resultado de dois eventos evolutivos (Houseman
e cols.,1985; Terra, 1988; Terra e Ferreira, 2005). Primeiro, a adaptacdo dos
Heteroptera ancestrais ao habito sugador de seiva teria levado a perda dessas
proteinases serinicas. O segundo evento teria sido o uso de proteinases lisossomais
(cisteinicas e asparticas) na digestdo de proteinas, quando alguns desses Heteroptera
sugadores de seiva voltaram a se alimentar de polimeros. Estudos citoquimicos e de
biologia molecular confirmam a origem lisossomal das proteinases cisteinicas luminais
(Billingsley e Downe, 1983; Kollien e cols.,2004).

Pelo fato das membranas perimicrovilares compartimentalizarem o0 processo
digestivo nos Heteroptera superiores (que apresentam digestdo luminal), tém sido
atribuidas a essa estrutura as seguintes funcdes: prevencédo da ligacdo ndo-especifica
de material ndo digerido a hidrolases e/ou transportadores de proteinas associados a
membrana microvilar, aumentando a eficiéncia na digestdo e absorcéo; producao de
mondmeros alimentares préximos a superficie das membranas microvilares, permitindo
que estes sejam liberados perto dos carreadores de membrana; imobilizacdo de
enzimas digestivas em grandes areas do lumen intestinal, evitando a perda dessas
enzimas durante a passagem do bolo alimentar (Terra, 1990; Terra e Ferreira, 1994,
Silva e cols.,1995, 2004). Outras funcbes espécie-especificas também estéo
associadas com as membranas perimicrovilares. Em afideos, elas se encontram
associadas com um sistema de lamelas unido por trabéculas e conferem resisténcia ao
tecido do trato intestinal (Cristofoletti e cols.,2003). Nesses insetos essa resisténcia
extra é muito importante, ja que a dieta natural dos afideos (seiva de floema vegetal)
contém altas concentracbes de sacarose, levando a uma pressdo osmética que pode
chegar a ser trés vezes maior que os fluidos corpéreos do inseto (Ashford e cols.,2000;
Karley e cols.,2005).

Em hemipteros hematéfagos, a membrana perimicrovilar também pode estar
relacionada com a detoxificagdo de heme associada a sintese de hemozoina (polimero
de heme). Em R. prolixus, a capacidade de induzir a polimerizacdo de heme esta
associada com a fracdo particulada do limen intestinal do inseto, que € composto
principalmente por membranas perimicrovilares (Oliveira e cols.,1999, 2000; Silva e
cols.,2007; Mury e cols.,2009). A digestdo da hemoglobina causa uma intensa liberacao
de heme, o grupamento prostético dessa proteina. O heme, apesar de ser uma
importante molécula catalisadora de muitos processos oxidativos bioldgicos (Ponka,
1999), também apresenta uma elevada periculosidade. Livre da cadeia polipeptidica da
hemoglobina € altamente pro-oxidante (Dansa-Petretski e cols.,1995; Ryter e Tyrrell,
2000). Sendo uma molécula anfifilica, pode se associar a membranas bioldgicas
causando uma perturbacdo na integridade destas, além dos danos causados pela
peroxidacdo dos lipideos componentes destas membranas (Schmitt e cols.,1993).



Nesse contexto, os hemipteros hematofagos enfrentam um grande desafio durante a
digestdo sanguinea também. O R. prolixus, assim como outros organismos que
apresentam digestdo em meio acido, sequestra grande parte do heme em uma forma
cristalina, menos reativa e insoltvel conhecida como hemozoina (Hz). No caso do R.
prolixus, 97% do heme contido no intestino médio sdo sequestrados na forma de Hz
(Stiebler e cols.,2010), sendo esta, sem duvida, a primeira linha de defesa contra o
heme no intestino médio. Durante a digestdo sanguinea, as MPM sado as primeiras
estruturas a entrar em contato com o heme liberado durante a digestdo. Estas
membranas sao capazes de induzir a formacao de Hz tanto in vitro quanto in vivo em R.
prolixus (Oliveira e cols.,2000; Silva e cols.,2007). MPM de outros triatomineos também
sdo capazes de induzir a formacdo de Hz (Oliveira e cols.,2007), sendo este um
importante papel desempenhados por estas membrana durante a hematofagia. E
importante notar que as membranas de eritrocitos, abundantes no intestino médio apés
a alimentacdo sanguinea e que também sé&o ricas nos fosfolipideos majoritarios das
membranas plasmaticas, ndo sdo capazes de induzir a formacéo de Hz, sugerindo que
algo mais nas membranas perimicrovilares que ndo somente sua estrutura membranar
esta envolvida na formacéo de Hz.

Como MPM sao estruturas caracteristicas dos hemipteros, podemos questionar
se MPM de outros hemipteros, agora os ndo hematofagos, sdo capazes de induzir a
formacdo de Hz. Resultados recentes mostram que as MPM dos hemipteros D.
pruvianus (subordem Heteroptera) e Quesada gigas (subordem Auchenorryncha) séo
capazes de induzir a formagdo de Hz (J. R. Silva, F. B. Mury, C. P. Silva e M. D.
Petretski, dados ainda n&o publicados). Do ponto de vista evolutivo, a capacidade de
formar Hz por estas membranas dentro da ordem Hemiptera pode ser considerada
como uma caracteristica adaptativa que foi mantida tanto nos hemat6fagos quanto nos
fitéfagos a partir de um ancestral Condylognatha. Nos hematéfagos, a capacidade de
formar Hz trouxe uma vantagem na hora de se livrar do excesso de heme toxico
liberado durante a digestdo da hemoglobina. Reforcando a questdo do carater
adaptativo, ao se alimentar D. peruvianus artificialmente com sangue, verifica-se que,
além de ser capaz de digerir o sangue e se manter vivo, 0 mesmo ainda € capaz de
fazer Hz no intestino médio, como o R. prolixus (J. R. Silva, F. B. Mury C. P. Silva. M. D.
Petretski e H. Masuda, dados néo publicados).

Uma caracteristica marcante nos hemipteros € a presenca da enzima a-
glucosidase ligada as MPM (Ferreira e cols.,1988; Silva e cols.,1995; Silva e
cols.,2004). Esta enzima, no hemiptero hematéfago R. prolixus, tem um importante
papel no processo de formacdo de Hz. Na formacdo de um cristal, 0 processo de
nucleagdo € um passo limitante. Na formagao do cristal de Hz, a a-glucosidase esta
envolvida com o processo de nucleacédo de Hz nas MPM (Mury e cols.,2009). Uma vez
formados os cristais de Hz nas MPM, nos momentos iniciais do processo digestivo, a
cristalizacdo do heme liberado durante a digestdo da hemoglobina se torna bastante
eficiente do ponto de vista fisiol6gico. Isso certamente explica porque encontramos 97%
do heme na forma de Hz no intestino médio de R. prolixus (Stiebler e cols.,2010). Nos
momentos iniciais, a liberacdo de heme e rapido sequestro pela a-glucosidase permite
a formacéo dos primeiros cristais que em seguida sao alongados pelos lipideos das
membranas em uma interface hidrofilica-hidrofdbica (requisito importante para a sintese
de Hz). Ao se desprenderem das membranas, os cristais aumentados podem, ainda,



por autocatalise, dar conta de uma forma mais lenta de formacdo de Hz (para maiores
detalhes, ver Stiebler e cols.,2011).

As membranas perimicrovilares também parecem estar relacionadas com o0s
processos de interacdo parasita/insetos vetores. Gonzales e cols.,(1999) demonstraram
através de estudos de manipulacdo enddcrina em R. prolixus, que alteracbes nas
células epiteliais e nas membranas perimicrovilares associadas no trato intestinal de R.
prolixus afetam o desenvolvimento do Trypanossoma cruzi (agente causador da doenca
de Chagas). Estudos de microscopia eletronica da invasao de Trypanossoma rangeli
em células intestinais de R. prolixus mostraram que T. rangeli se associa a algumas
células epiteliais, especialmente as membranas perimicrovilares, por onde consegue
penetrar nessas células (Oliveira e De Souza, 2001). Gomes e cols.,(2002) mostraram,
através de estudos com radiacdo gama, que as membranas perimicrovilares
provavelmente representam uma estrutura essencial no controle da invasdo do T.
rangeli do limen intestinal para a hemocele de R. prolixus e que alteracfes nessas
membranas podem facilitar a penetragcdo do parasita dentro da hemocele do vetor.
Possiveis associacfes de parasitas com a membrana perimicrovilar de insetos vetores
também sao reportadas na interacdo de Leptomonas wallacei com o trato intestinal de
O. fasciatus (Romeiro e cols.,2003) e de Leptomonas seymouri em D. peruvianus
(Moraes e cols.,1994).

A Hematofagia e a Digestao em Insetos Hemat6fagos

A hematofagia € uma pratica comum entre insetos que parasitam vertebrados.
Pulga (ordem Siphonaptera), piolho (ordem Phthiraptera), barbeiros e cimicideos
(ordem Hemiptera), e uma série de outros insetos da ordem Diptera (mosquitos,
flebotomineos, borrachudos, moscas tsé-tsé, etc.) se alimentam de sangue de
vertebrados durante todo ou parte de seu ciclo de vida (Romoser, 1996). Entre os
mosquitos e flebotomineos, que tém metamorfose completa, somente a fémea se
alimenta de sangue enquanto que entre as moscas tsé-tsé (familia Muscidae), ambos
0s sexos se alimentam de sangue (Gooding e Krafsur, 2005). Entretanto, entre os
insetos que tém metamorfose incompleta (piolhos, triatomineos e cimicideos), as ninfas
e adultos dos dois sexos se alimentam, obrigatoriamente, de sangue (Romoser, 1996).

A hematofagia surgiu, independentemente, varias vezes no curso da evolugéo
dos artropodes e varias adaptagcbes comportamentais, anatdmicas e fisiologicas
acompanharam esta tendéncia evolutiva (Justice e cols.,2003). A adaptagdo a
hematofagia foi um processo complexo e envolveu algumas alteragdes significativas no
inseto como, por exemplo: as mandibulas foram modificadas para facilitar o0 acesso ao
sangue; as glandulas salivares tiveram que produzir moléculas capazes de bloquear a
hemostasia dos vertebrados; o intestino médio foi modificado para neutralizar lesbes
imunoldgicas mediadas pelo sangue dos vertebrados e para otimizar a digestdo e
absorcdo dos componentes do sangue (Ribeiro, 1996; Stark e James, 1996). A
hematofagia foi um evento chave para a evolugdo das doengas transmitidas por
artropodes justamente porque a eficiéncia reprodutiva deles aumentou com esta nova
fonte de nutrientes. Ao adquirir este novo hébito alimentar, os artrépodes se tornaram
suscetiveis aos agentes infecciosos presentes no sangue dos hospedeiros,
possibilitando a transmisséao destes patdogenos pelos artropodes (Mejia e cols.,2006).



Para os insetos hematéfagos que tém metamorfose incompleta, os nutrientes do
sangue sao essenciais para suprir as demandas nutricionais associadas com o
crescimento do inseto e o seu desenvolvimento, além de serem utilizados para a
producdo de ovos (Romoser, 1996). Em geral, a fémea adulta dos insetos de
metamorfose completa utiliza o sangue, primordialmente, como uma fonte de
aminoacidos necessarios para a maturacdo dos ovos. Por sua vez, os machos nao
sugam sangue, necessitando somente das solu¢cdes acucaradas de origem vegetal
como fonte primaria de energia (Romoser, 1996). Os insetos hematofagos ingerem
grandes quantidades de sangue em uma unica refeicdo. Os mosquitos, por exemplo,
ingerem entre trés e quatro vezes o0 seu peso corporal em cada refeicdo (Romoser,
1996). Este aumento de peso torna-se um problema por dificultar a locomoc¢ao ou o voo
do inseto. Para solucionar isso sédo altamente eficientes no seu processo diurético. Por
exemplo, ninfas de Rhodnius podem eliminar seis vezes a sua massa corporal em seis
horas (Ribeiro, 1996).

O sangue de vertebrados é um alimento rico em nutrientes, constituido
principalmente das seguintes proteinas: hemoglobina, albumina e imunoglobulina. A
hemoglobina é a proteina mais abundante nas células vermelhas dos vertebrados,
representando mais de 80% do total de proteinas do sangue (Wicher e Fries, 2006). As
hemacias representam o maior componente celular do sangue e, como a hemoglobina
esta contida dentro das hemacias, a lise destas células é o passo inicial para a digestao
dos insetos hematéfagos (Horn e cols.,2009). A digestdo do sangue resulta na liberacéo
de peptideos, aminoacidos e grandes quantidades de heme, o grupamento prostético
da hemoglobina, no lumen intestinal dos artropodes hematéfagos. A digestdo do
sangue e a absorcdo dos nutrientes ocorrem no intestino médio. Alguns insetos
armazenam o sangue em um 6rgdo intestinal inerte antes de transporta-lo, em
pequenas porcdes, para a digestdo no intestino médio. A mosca tsé-tsé e o0s
triatomineos o armazenam no diverticulo e intestino anterior, respectivamente (Romoser
1996). Outros insetos, tais como mosquitos, flebotomineos, simulideos e pulgas, o
direcionam diretamente para o intestino médio onde ele é estocado e completamente
digerido (Ribeiro, 1996). A maioria dos insetos hematéfagos se utiliza de serino
endopeptidases para a digestdo inicial das proteinas sanguineas, exceto 0s
triatomineos que lancam méao de endopeptidases similares as catepsinas lisossomais
(Terra e Ferreira, 1994; Kollien e Billingsley, 2002). A digestao intermediaria, por sua
vez, é realizada pela acdo de aminopeptidases e carboxipeptidases (Terra e Ferreira
1994, Romoser 1996).

Entre todos os insetos hematéfagos, a digestdo dos mosquitos é a que tem sido
mais estudada devido a sua grande importancia na transmissao de doencas. Devido a
este fato, iremos, principalmente, enfatizar o seu processo digestivo. O trato digestivo
dos mosquitos € composto por uma camada de células epiteliais que se estende da
abertura da regido anterior (boca) até a regido posterior que corresponde ao anus
(Romoser, 1996). Este tubo divide-se em trés regides principais que sao: intestino
anterior, médio e posterior. Cada uma destas regides é especializada em funcdes
particulares (Consoli e Lourencgo-de-Oliveira, 1994).

O intestino anterior esta envolvido com ingestdo, conducdo e armazenamento de
alimento. Contém dois émbolos de succdo, a bomba cibarial e a faringeana, que
servem para a ingestao do alimento, o canal probdscide, as glandulas salivares e o



es6fago. Proximo ao final do esdfago surge trés diverticulos: dois dorso-laterais e um
ventral. Comparativamente, os diverticulos dorsais s&o menores que o ventral, ou papo,
que, quando cheio, fica bastante dilatado na regido abdominal. Normalmente, todos os
trés diverticulos apresentam-se cheios de ar e sdo usados como reservatorios de
alimentos ricos em acucares (Consoli e Lourenco-de-Oliveira, 1994). Na terminacéo do
esbfago existe uma estrutura denominada céardia ou valvula de estomodel, responsavel
pelo direcionamento das dietas ingeridas pela fémea do mosquito. Quando elas
ingerem sangue, a valvula abre-se e 0 sangue € armazenado no intestino médio;
entretanto, quando esse inseto ingere néctar, a valvula permanece fechada e o néctar é
encaminhado para o diverticulo (Romoser, 1996).

O intestino médio é longitudinalmente dividido em uma regido anterior, em forma
de tubo, e uma posterior, em forma de saco. A regido posterior € altamente expansivel e
é o local de destino, armazenagem e digestdo do sangue e absorcdo de nutrientes (Graf
e cols.,1986; Billingsley e Lehane, 1996). O intestino médio é formado por células
epiteliais colunares que secretam as enzimas digestivas. Na regido luminal estas células
possuem microvilosidades, que favorecem a absorcdo de nutrientes. O intestino médio,
diferentemente do anterior e posterior, ndo € coberto com cuticula protetora, estando em
contato direto com o ambietne externo. No Iimen do intestino médio é sintetizada, apos
a ingestdo do sangue, uma matriz quitino-protéica, denominada matriz peritréfica, que
envolve o alimento ingerido e separa o conteudo luminal em dois compartimentos, o
espaco endoperitréfico (dentro da matriz peritréfica) e o ectoperitréfico (fora da matriz
peritréfica) (Terra, 1990). Por sua vez, os alimentos ricos em acglcares sao direcionados
para o diverticulo, onde a digestdo € iniciada pela acdo de carboidrases oriundas da
glandula salivar (Schaefer e Miura, 1972; Marinotti e cols.,1996). Posteriormente, 0s
acucares sdo, paulatinamente, transferidos para o intestino médio onde a digestdo é
finalizada. E também o principal sitio de interac&o entre o inseto e os patdgenos que ele
transmite (Sanders e cols.,2003).

O intestino posterior é composto pelo ileo, ampola retal e anus (Consoli e
Lourenco-de-Oliveira, 1994), sendo responsavel pela excrecédo de residuos oriundos do
intestino médio e tubulos de Malphigihi. Estes tubulos, localizados na juncéo entre o
intestino médio e o posterior, sdo 6rgaos de excrecdo e de regulacdo da composicao da
hemolinfa (Romoser, 1996).

Como o sangue de vertebrados € constituido principalmente de proteinas, as
proteases tém um papel predominante na digestdo do sangue. Em mosquitos, a
digestdo primaria das proteinas do sangue € feita por varias isoformas de tripsina que
séo sintetizadas em diferentes tempos apods a alimentagéo (Graf e Briegel, 1989; Muller
e cols., 1993). As atividades enzimaticas, em geral, atingem seu pico maximo entre 24 e
30 h apds a alimentacao e, provavelmente, sdo estimuladas por fatores gerados a partir
do sangue parcialmente digerido (Briegel e Lea, 1975; Graf e Briegel, 1989).

O papel primordial das tripsinas na digestdo sanguinea tem sido bem estudado
em Aedes aegypti e Anopheles gambiae. Em Ae. aegypti, a inducdo da sintese de
tripsina tem sido dividida em duas fases (Graf e Briegel, 1989; Felix e cols.,1991). Uma
tripsina inicial, minoritaria (AakET), é sintetizada nas primeiras 4-6 h apods a ingestao do
sangue (Noriega e cols., 1996). O gene dela foi clonado e caracterizado por dois grupos
de pesquisa independentes (Kalhok e cols.,1993; Noriega e cols.,1996). O RNA
mensageiro desta tripsina minoritaria esta presente no intestino médio de fémeas nao



alimentadas, mas a traducdo deste RNAmM somente ocorre apos a ingestdo do sangue
e a sua abundancia cai rapidamente nas primeiras 8h apds a ingestdo do sangue
(Noriega e cols.,1996). Posteriormente, ocorre a sintese das tripsinas majoritarias, que
sdo as principais responsaveis pela digestdo das proteinas do sangue, entre 8 e 24h
apos a alimentacédo (Graf e Briegel, 1989). Duas tripsinas seriam responsaveis pela
expressado da atividade de tripsina maijoritaria, uma delas denominada de “late trypsin”
(AaLT) (Barillas-Mury e cols.,1991) e uma outra que foi nomeada 5G1 (Kalhok e
cols.,1993). A sintese do RNA mensageiro destas tripsinas alcan¢ga seu maximo em
torno de 24h apos a ingestdo do sangue e, diferentemente da tripsina inicial, os genes
da majoritaria sdo regulados a nivel transcricional (Barillas-Mury e Wells, 1993).
Inicialmente pensava-se que a atividade da tripsina minoritaria era essencial para a
expressdo da majoritaria (Barillas-Mury e cols.,1995), entretanto, Lu e cols.(2006)
concluiram que a ativacao transcricional da tripsina majoritaria independe da atividade
proteolitica daquela enzima. Estes autores observaram que a reducdo da expressédo da
tripsina minoritaria, pela metodologia de RNA de interferéncia, ndo tinha efeito sobre a
expressdo dela. Posteriormente, Brackney e colaboradores (2008) mostraram,
utilizando também a técnica de RNA de interferéncia, que a reducdo dos niveis de
transcritos de tripsina tardia (late trypsin, AaLT) no intestino médio de Ae. aegypti ndo
tinha efeito sobre a atividade de tripsina durante a fase tardia da digestdo. Por outro
lado, a reducdo na expressdo do gene da enzima 5G1 resultou em diminuicdo
significativa na atividade de tripsina, confirmando que a enzima 5G1 é a principal
tripsina da fase tardia de digestdo do mosquito. O trabalho subsequente do mesmo
grupo de pesquisa (Isoe e cols.,2009) mostrou que 5G1, AaLT e uma outra tripsina
tardia (AaSP VII) sdo importantes para a digestdo sangue, mas que somente a protease
5G1 tem propriedades de uma tripsina classica. As trés tripsinas de Ae. aegypti
descritas na década de 1990 foram identificadas a partir da deducao das sequéncias de
aminoéacidos obtidas e de dados de alinhamento (Barillas-Mury and Wells, 1993; Kalhok
et al.,1993; Noriega e cols.,1996). No entanto, a atividade de tripsina destas proteases
nao foi demonstrada in vitro. Estudos de RNA de interferéncia tém mostrado que a
reducdo da expressdo de RNA mensageiro de AaET e Aa5G1, reduz, como
consequéncia, a atividade de tripsina in vivo (Brackney e cols.,2008; Isoe e cols.,2009).
O mesmo néo foi observado quando os transcritos de AaLT foram reduzidos (Brackney
e cols.,2008). Venancio e cols.(2009), utilizando ferramentas de bioinformatica,
propuseram que podem existir mais oito provaveis tripsinas induzidas pela alimentacao
sanguinea, no intestino médio de Ae. aegypti. Em 2010, Brackney e cols.clonaram,
sequenciaram e estudaram a expressdo dos RNA mensageiros de sete novas
proteases serinicas. Destes sete genes, trés sdo fortemente expressos apds a
alimentacdo, enquanto 0S outros quatros Sao expressos constitutivamente. O gene
AaSPI tem uma expressao muito baixa antes da alimentacdo, mas imediatamente apos
a ingestdo de sangue, sua expressao é aumentada cerca de 320 x e permanecendo
praticamente constante até 24h, caindo progressivamente apos este tempo. O gene
AaSPVI tem sua expressdo aumentada cerca de 400 x em 24h e tem um perfil de
transcricdo intermediario entre AaSPI e AaLT. Por sua vez, o terceiro gene, AaSPVII,
tem um perfil de expressao muito similar ao do gene AaLT com um aumento muito
expressivo de cerca de 12000 x. Estes mesmos autores sugerem, baseados em
analises filogenéticas e de sequéncias de aminoacidos, que a ‘late trypsin’ (AaLT) e
AaSPI séo, na verdade, colagenases. Entretanto, AaSPVI e AaSPVII foram



classificadas como tripsinas. Estes novos dados vém mostrar a grande complexidade
do processo digestivo dos mosquitos.

A expressao diferencial de tripsinas também é observada em An. gambiae. A
familia das tripsinas de An. gambiae inclui sete genes que codificam cinco proteinas
funcionais (Muller e cols.,1993). As tripsinas 1 e 2 sao ambas induzidas pela
alimentacdo sanguinea e exibem perfis de expresséao similares. Diferentemente, as 3, 4
e 7 sao expressas constitutivamente em mosquitos ndo alimentados com sangue,
sendo que os genes das 3 e 7 sao reprimidos apds a alimentacdo sanguinea (Muller e
cols.,1995). O RNA mensageiro da tripsina comeca a ser sintetizado logo ap6s a
emergéncia do adulto e permanece constante e em quantidades apreciaveis, em An.
gambiae alimentado com acuUcar, durante os primeiros quatro dias. Sua expressao é
fortemente aumentada durante as 24 h ap0s a ingestdo de sangue (Lemos e
cols.,1996). A atividade de tripsina também esta presente em mosquitos alimentados
com acguUcar. Esta atividade comeca a aumentar rapidamente apds a ingestdo do
sangue e atinge seu maximo em 24h e é consistente com o inicio imediato da digestéo
protéica (Lemos e cols.,1996).

Em trés anofelinos neotropicais (An. aquasalis, An. darlingi e An. albitarsis),
Caroci e cols.(2003) observaram a presenca de duas tripsinas que apresentam
sequéncias amino-terminais similares as outras tripsinas de insetos hematéfagos. A
atividade proteolitica de An. darlingi € induzida e atinge os seus valores maximos entre
10 e 36h apds a alimentacdo sanguinea.

Pouco ainda se sabe sobre a expressdo de enzimas digestivas em
flebotomineos. Quatro proteases tipo tripsina e duas do tipo quimotripsina foram
caracterizadas em Phlebotomus papatasi. As duas proteases tipo quimotripsina e duas
das quatro tripsinas tiveram sua expressdo aumentada apés a alimentacdo sanguinea.
Em Phlebotomus perniciosus, analises por PCR em tempo real mostraram que a
expressao do gene da tripsina majoritaria (PperTryp3) é elevada apds 6h e atinge o seu
maximo 24h apoOs a alimentacdo. Outras serino proteases, por sua vez, tém sua
expressao diminuida apés a ingestédo de sangue (Dostalova e cols.,2011).

Em moscas tsé-tsé (Glossina morsitans morsitans), logo apés a alimentacao, as
atividades de tripsina e quimotripsina diminuem nas células e aumentam no Iimen
intestinal. Como o decorrer do tempo, as atividades intracelulares destas duas enzimas
aumentam e atingem 0s niveis maximos cerca de 24h apos a alimentagdo sanguinea
(Yan e cols.,2001).

Além de tripsinas, os intestinos dos mosquitos também apresentam outro tipo de
endopeptidase. No intestino médio de Ae. aegypti, 0 RNA mensageiro da quimotripsina
comeca a ser sintetizado logo ap0s a emergéncia do adulto com 0s seus niveis
maximos sendo alcancados apoés trés a sete dias. A sintese da proteina, entretanto, é
induzida pela alimentacdo sanguinea, permanecendo alta durante a digestao e caindo a
niveis basais ap6s o fim do processo digestivo (Jiang e cols.,1997). Trés genes de
guimotripsina foram isolados e caracterizados em An. gambiae (Shen e cols.,2000;
Vizioli e cols.,2001). Dois destes genes sao expressos no intestino médio 12h e se
mantém abundante até 48h apds a alimentacdo. O terceiro gene, por sua vez, tem sua
expressdo maxima em 24h apos a alimentacdo sanguinea, caindo posteriormente
(Vizioli e cols.,2001). An. darlingi e An. aquasalis, por sua vez, apresentam dois genes



de quimotripsina sendo que atividade quimotriptica em An. aquasalis € observada 24h
apos a ingestao do sangue (de Almeida e cols., 2003).

Entre as exopeptidases, Edwards e cols.(2000) caracterizaram o gene da
carboxipeptidase A de Ae. aegypti que apresentam uma expressao maxima a entre 16
a 24h apos a alimentacdo sanguinea. Noriega e cols.(2002) estudaram as atividades de
trés exopeptidases, aminopeptidase, carboxipeptidase A e carboxipeptidase B,
presentes no intestino médio de Ae. aegypti. Estas trés enzimas foram induzidas pela
ingestdo sanguinea com perfis de atividades similares ao da tripsina majoritaria, ou
seja, apresentando picos de atividades entre 20 e 24 apds a ingestdo sanguinea. Em
An. gambiae, Edwards et al (1997) clonaram uma carboxipeptidase que foi rapida e
fortemente induzida pela ingestdo do sangue em An. gambiae. Por sua vez, An.
darlingi apresenta duas distintas atividades de aminopeptidase: uma atinge seu maximo
apos 12h e a outra somente 48h apos a ingestdo do sangue (Okuda e cols.,2005) e o
An. stephensi utiliza, pelo menos, trés aminopeptidases durante a digestdo sanguinea
(Billingsley, 1990). Tripsina, quimotripsina e aminopeptidase com atividades maximas
36h ap6s a alimentagdo sanguinea também foram observadas em Culex
quinquefasciatus (Okuda e cols., 2002).

A Microbiota Intestinal e a Nutricdo dos Insetos

Os insetos sdo usados como hospedeiros por um grande numero de
microrganismos, 0S quais podem colonizar, crescer e se reproduzir, principalmente, no
sistema reprodutivo e no trato digestivo, associados ao limen e ao epitélio intestinal.
Estes microorganismos podem promover substancial impacto na biologia e no ciclo de
vida dos insetos, contribuindo para a digestao, nutricdo, desenvolvimento, reproducéo,
imunidade, comportamento, resisténcia a colonizacdo por patdgenos (Lilburn e
cols.,2001; Lemke e cols.,2003; Dillon e Dillon, 2004), especiacdo e defesa contra
inimigos naturais (Dale e Moran, 2006).

Insetos que dependem estritamente de sangue ao longo da vida, em geral, estao
em estreita associacdo simbidtica com microrganismos (Romoser, 1996). Os
triatomineos e a mosca tsé-tsé sao colonizados por bactérias consideradas simbiontes
obrigatérios, por serem essenciais para que estes insetos completem o seu ciclo de
vida. A auséncia destes simbiontes pode impedir a maturacdo sexual dos insetos ou
levar a esterilidade (Hill e Campbell, 1973; Nogge, 1976). Os triatomineos alimentam-se
exclusivamente de sangue, que é um alimento rico em proteinas e aminoacidos
essenciais, mas deficiente em carboidratos, lipidios e vitaminas do complexo B (Ribeiro,
1996). Para suprir esta caréncia, os triatomineos abrigam em seu intestino a bactéria
Rhodococcus rhodnii, que produz os nutrientes necessarios para complementar a dieta
sanguinea (Yassin, 2005). A mosca tse-tse, diferentemente dos triatomineos, abrigam
endossimbiontes (simbiontes intracelulares), mas com funcbes similares as do
triatomineo, ou seja, estes simbiontes tém o papel de complementar uma dieta carente
de alguns nutrientes.

Até o momento, ainda n&o foi descrito um simbionte obrigatério em mosquitos.
Isto ocorre, provavelmente, porque 0os mosquitos sdo polifagos durante seu ciclo de
vida. S&o detritivoros durante a fase larval e, durante a fase adulta, se alimentam de
uma fonte de agucar e de sangue do hospedeiro vertebrado. Recentemente, bactérias



do género Asaia tém sido descritas como simbiontes em An. stephensi (Favia e
cols.,2007) e Ae. aegypti (Crotti e cols.,2009). Estas bactérias sdo importantes para
esses insetos pois colonizam o intestino e outros tecidos e sao transmitidos
verticalmente (Crotti e cols.,2009; Favia e cols.,2007). Entretanto, um papel fisiolégico
ainda ndo foi atribuido a Asaia ou outras espécies bacterianas identificadas em
mosquitos.

Em trabalho recente, Gusmé&o e cols.(2010) observaram que as bactérias
intestinais apresentavam uma distribuicdo desigual ao longo do intestino médio de Ae.
aegypti durante as primeiras 24h apos a ingestdo de sangue, predominando na regido
posterior do intestino médio, onde ocorre uma maior atividade proteolitica. Este trabalho
mostrou que bactérias intestinais de mosquitos crescem em velocidade exponencial,
aumentando o seu numero em cerca de 10000 vezes 48h apds a alimentacéo
sanguinea. Aumentos expressivos no numero de bactérias também foram observados
em outras espécies de mosquitos (DeMaio e cols.,1996). No triatomineo R. prolixus, a
bactéria simbionte Rhodococcus rhodnii cresce exponencialmente no intestino apos a
ingestdo de sangue (Beard e cols.,2001) e o numero total de bactérias intestinais
aumenta 10000 vezes 48h apés a alimentacdo sanguinea (Azambuja e cols.,2004).
Estes dados sugerem que as bactérias intestinais possuem uma importancia
significativa para a digestdo de insetos hematofagos. Para testar esta hipdtese, Gaio e
cols.(2011) alimentaram as fémeas de Ae. aegypti com antibiéticos e observaram que a
reducdo drastica no numero de bactérias intestinais interferiu na digestdo protéica
devido a uma reducédo na lise das hemacias. Esta interferéncia na digestdo sanguinea
teve como consequéncia a reducéo da fecundidade do mosquito.

Estes estudos sao indicativos de que as bactérias presentes no intestino dos
mosquitos podem ser imprescindiveis para a manutencdo de sua capacidade
fisiologica. Neste sentido, o estudo das bactérias simbiontes de Ae. aegypti ira
esclarecer o papel delas para a nutricdo e digestdo deste inseto, bem como a sua
influéncia sobre a longevidade e fertilidade das fémeas. Gusmao e cols.(2007) isolaram
bactérias do diverticulo ventral de fémeas adultas e mostraram que o pH do luminal
desse diverticulo apresentava pH acido 24h apds a ingestdo de uma solucdo de
sacarose. Esta acidificacdo € devida ao metabolismo anaerébico bacteriano. Sera muito
interessante verificar se esta fermentacéo forneceria nutrientes, tais como aminoacidos
e vitaminas, ausentes nas dietas dos mosquitos.

A Matriz ou Membrana Peritréfica

Os mosquitos possuem em seu intestino uma camada de material acelular
separando o alimento das células epiteliais do intestino (Richards e Richards, 1977;
Peters, 1992; Miller e Lehane, 1993). Esta camada € chamada de matriz (ou
membrana) peritrofica (PM). Logo ap0s a distensdo da porcdo posterior do intestino
médio dos mosquitos, provocada pela ingestdo do sangue, as ceélulas epiteliais
secretam uma PM do tipo | que envolve completamente o bolo alimentar (Shao e
cols.,2001). Constituintes da PM ja estdo estocados em vesiculas de secrecdo nas
células epiteliais e sdo secretados apos a distensdo do intestino provocada pela
ingestao sanguinea em An. stephensi (Berner e cols.,1983). Em contraste, Ae. aegypti
ndo contém granulos de secrecdo antes da alimentacdo (Staubli e cols.,1966, Perrone



e Spielman, 1988, Billingsley e Rudin, 1992). Quanto ao tempo de formacdo da PM em
mosquitos, Freyvogel e Staubli (1965) observaram a presenca de PM em Ae. aegypti 5-
8h, em An. gambiae 13h, e em An. stephensi 32h apds a alimentacdo. Dados mais
recentes mostram que em An. gambiae e An. darlingi , a PM pode ser visualizada, por
microscopia eletrénica, tdo cedo quanto 12h apos a alimentacdo e, apds 48h, ela esta
completamente formada (Ponnudurai e cols.,1988, Okuda e cols.,2005).

A PM é uma estrutura bioquimicamente complexa composta por quitina,
proteinas e proteoglicanas (Lehane, 1997). A quitina é um constituinte caracteristico de
PMs e corresponde de 3,7-13% da massa total da PM. As fibrilas de quitina hidratadas
provavelmente contribuem para a resisténcia da PM, na sua propriedade de resistir a
compressdo e distensdo (Terra, 1996; Lehane, 1997). Os proteoglicanos séo
macromoléculas constituidas de proteinas e um ou mais glicosaminaglicanos ligados
covalentemente. Estas cadeias polissacaridicas anibnicas sao feitas de unidades de
dissacarideos repetidas que contém um derivado de aclUcar aminado e um acgucar
carregado negativamente. Os proteoglicanos estdo presentes na maioria das PMs que
tém sido examinadas (Eisemann e Binnington, 1994; Terra, 1996; Lehane, 1997) e
estdo, possivelmente, envolvidas nas propriedades de resisténcia (Tellam, 1996) e de
permeabilidade da PM (Lehane, 1977; Eisemann e Binnington, 1994). As proteinas sao
0s principais componentes da PM na maioria dos insetos que tém sido examinadas
(Lehane, 1997). Elas correspondem de 21-56% da massa total da PM e, embora cerca
de 40 proteinas majoritarias tenham sido observadas em PMs de mosquito adulto
(Moskalyk e cols., 1996) somente trés genes que codificam proteinas de PM de
mosquito tém sido clonados até o momento (Rayms-Keller e cols.,2000; Devenport e
cols.,2004; Shao e cols.,2005).

As PM podem exercer uma série de funcbes. Em mosquitos, sugere-se que ela
pode funcionar como uma estrutura que protege o epitélio intestinal das enzimas
digestivas do intestino médio, de cristais de hematina que podem se formar durante a
digestdo da hemoglobina e uma barreira contra a infeccdo por patégenos (Lehane
1997). Em adicdo a estas funcdes, a PM também participa do processo de
detoxificacdo do heme (Pascoa, 2002) e da digestdo do sangue.

O Papel da PM como Barreira aos Patdgenos e ao Grupo Prostético Heme

O conceito de que a PM pode servir como uma barreira contra parasitas nao e
nova. Stholer (1961) enfatizou que a PM de Ae. aegypti constituia uma importante
barreira aos oocinetos de Plasmodium gallinaceum. Mariani (citado por Hardy et al
1983), por sua vez, anunciou que a PM em An. labranchiae impedia a passagem de
zigotos da malaria para dentro do corpo do mosquito. Howard (1962) concluiu que o
coagulo formado no intestino do mosquito imobilizaria o parasita da malaria até a
formacéo da PM.

A espessura e elasticidade da maioria das PMs dos insetos atestam o0 seu
potencial de funcionar como uma barreira protetora entre o contetdo do limen intestinal
e os tecidos dos insetos (Tellam, 1996). A PM tem uma importancia particular em
insetos que transmitem virus e parasitas para os seres humanos (Miller e Lehane 1993;
Kaslow e Welburn, 1996). Estes patdgenos estao frequentemente presentes no sangue
do inseto vetor e alguns sofrem uma fase especifica de desenvolvimento de seu ciclo
de vida em tecidos do inseto (Shahabuddin e cols.,1993; Shahabuddin e cols., 1996;



Kaslow e Welburn 1996). Um dos eventos importantes neste processo € o movimento
do patdgeno em direcdo aos tecidos do inseto. Cada patégeno utiliza uma estratégia
prépria para alcancar estes tecidos: alguns interagem com a matriz peritrofica, outros a
atravessam ou evitam a PM durante o curso da infeccdo do inseto. O Plasmaodio
(parasita causador da malaria) secreta uma quitinase que causa rupturas na PM
possibilitando a sua saida do bolo sanguineo. Um dado complicador é o fato de que o
préprio inseto hematoéfago sintetiza quitinase (Filho e cols.,2002). Filho e cols.(2002) e
Eger-Mangrich e cols.(2000) observaram que as atividades de quitinase e de [(-N-
acetilglicosaminidase aumentavam progressivamente apds a alimentacdo sanguinea
em Ae. aegypti e Lutzomya longipalpis, respectivamente, atingindo seu pico no
momento que a PM esta sendo degradada. Em vista deste perfil de atividade ao longo
da digestdo, estes autores sugerem a participacdo de quitinase na formagédo e
degradacdo da PM. Interessantemente, A PM pode ser utilizada pelo parasita para se
proteger das enzimas digestivas do mosquito. As formas amastigotas do Plasmodium
sdo altamente sensiveis a protedlise, mas 50% delas se transformam nas formas
promastigotas resistentes devido a barreira formada pela presenca da PM que impede
um contato mais estreito entre o parasita e as enzimas digestivas secretadas pelo
epitélio intestinal (Pimenta e cols.,1997).

Insetos hematdfagos ingerem grandes quantidades de sangue. Mosquitos
ingerem cerca de trés a cinco vezes 0 peso do seu corpo em cada refeicdo sanguinea.
Os mosquitos usam hemoglobina como sua maior fonte de proteina e a sua digestao
leva a uma grande liberacdo de heme no limen intestinal (Pascoa e cols.,2002). O
sangue de vertebrados tem, aproximadamente, 10 mM de heme ligado a hemoglobina.
ApOs a refeicdo sanguinea, a &gua € excretada, levando a um aumento da
concentracdo de heme no limen intestinal. O heme € uma molécula essencial para a
vida de muitos organismos (Ponka, 1999). Contudo, em seu estado livre, esta molécula
age como oxidante, participando na formacéo de radicais livres (Ryter e Tyrrel, 2000). O
heme é capaz de promover a oxidacdo de biomoléculas tais como acidos nucléicos,
proteinas e lipidios (Halliwell e Gutteridge, 1990). As reacfes que levam a formacéao de
espécies reativas de oxigénio, sejam elas catalisadas por ferro livre, ferro associado ao
grupo heme ou pela propria hemoglobina, sdo descritas na reacdo de Fenton (Moore,
1990). Desta reacgédo resultam radicais hidroxilas que reagem com vérias biomoléculas
(Halliwell e Gutteridge, 1990). Concentracdes da ordem de milimolares de heme sédo
capazes de desestruturar os fosfolipidios de membrana, rompendo sua integridade
fisica e causando lise celular (Schmitt e cols.,1993).

Os insetos hematofagos desenvolveram um amplo espectro de adaptacdes para
anular ou minimizar os efeitos deletérios do heme livre. Os mecanismos mais
importantes de protecédo sdo: formacédo de agregados de heme, producdo de enzimas
antioxidantes, sintese de proteinas ligadoras de heme, producdo de moléculas
antioxidantes de baixa massa molecular, degradacdo enzimatica de heme (Graca-
Souza e cols.,2006) e ligacdo do heme a matriz peritrofica (Pascoa e cols.,2002). Estes
altimos autores mostraram, através da observacdo de PM em cortes histologicos nao
corados, que parte do heme gerado durante a digestdo sanguinea em Ae. aegypti liga-
se fortemente a PM dando-lhe uma cor marrom caracteristica. Estudos citoquimicos
confirmaram estes resultados. Esta PM é capaz de reter, no limen intestinal, quase
grande parte heme gerado na digestdo da hemoglobina. Em 2006, Devenport e
cols.mostraram que uma proteina de PM de Ae. aegypti foi capaz de associar uma



grande quantidade de heme in vitro. Estes resultados sugerem que a matriz peritréfica
pode funcionar como uma eficiente barreira para o heme. Esta interacdo heme-PM é
iniciada a partir da porcédo posterior do intestino médio (Gusmao, 2002). No hemiptero
R. prolixus também foi observada uma interacdo entre o heme e as membranas
perimicrovilares (Silva e cols.,2007). Esta estrutura que tem funcdes similares a PM,
provavelmente participa também do processo de sintese de hemozoina no intestino
deste inseto (Oliveira e cols.,2005).

Consideracfes Finais

A grande demanda por alimentos a medida que a populacdo humana aumenta
faz com que as acgOes que previnam a perda de grédos para 0s insetos pragas sejam
cada vez mais prioritarias. As populacdes urbanas também vem aumentando e o
resurgimento de doencas transmitidas por insetos vetores também representa uma
preocupacao crescente. Como o trato intestinal dos insetos € uma interface importante
entre 0 meio interno do animal e 0 meio externo, eventos que ocorrem associados a
este compartiemento se tornam extremanente importantes, pois podem revelar alvos a
serem explorados pelos programas de controle, manejo ou erradicacdo de pragas e
vetores. Com o0s avancos das técnicas de protedmica, genbmica e metaboldmica,
motivadas pelo aumento do nimero de genomas completos de plantas e insetos, ha
uma grande expectativa de que mais detalhes serdo revelados sobre a fisiologia da
digestdo em insetos. Este capitulo abrangeu alguns topicos onde a contribuicdo de
brasileiros tem se mostrado relevante e esperamos que ele inspire mais pesquisadores
a se dedicar ao estudo dos eventos que se desenrolam no intestino dos insetos.
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