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Consideracdes Iniciais.

Os radicais livres sdo espécies quimicas que contém um ou mais elétrons
desemparelhados, o que leva estas moléculas a participarem de reacbes de
oxidacao (perda de elétrons) ou reducdo (ganho de elétrons). As espécies reativas
de oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxygen Species) sdo moléculas derivadas
do oxigénio que podem funcionar como agentes redutores ou oxidantes®). No
ambiente celular, € comum a presenca de radicais livres derivados do oxigénio,
formados durante o metabolismo oxidativo. Durante a evolucdo da vida na terra, a
formacdo de radicais livres ocorreu apdés uma mudanca do metabolismo
energeético, que se deu apdés o aumento dos niveis atmosféricos de oxigénio
gerado pelo surgimento de organismos fotossintéticos, originando diversas
respostas adaptativas na maioria dos organismos, como 0 surgimento das
mitocondrias e da respiracdo e o desenvolvimento de mecanismos antioxidantes.
Dentre as ROS mais importantes estdo o superdxido (O;7), o peréxido de
hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxila (HO"). O sitio mais importante de formacgéo
de ROS na maioria das células ocorre durante a propria respiracdo, N0 processo
de fosforilagcdo oxidativa que acontece na mitocondria, onde o0s substratos
reduzidos do metabolismo sdo completamente oxidados e 0s seus elétrons
transferidos ao oxigénio, gerando agua (produto da adicdo de quatro elétrons ao
oXxigénio). Apesar da maior parte do O, consumido (mais de 90 %) ser
completamente reduzida a H,O na mitocéndria da maioria das células, uma fracéo
que varia de 0,1 até 4% do total de O, consumido pode ser reduzido apenas
parcialmente (Nicholls and Ferguson, 2002), gerando espécies reativas de
oxigénio.

O Sucesso Evolutivo dos Insetos e o Oxigénio.

A formacdo de ROS desempenha uma série de papéis na manutencdo da
homeostase como, por exemplo, na acdo antimicrobiana dos ROS produzidos por
células fagociticas do sistema imune em quase todos 0s metazoarios estudados.
A geracdo de ROS que acontece fisiologicamente nas células e em niveis
controlados desempenham um papel importantissimo na sinalizacado celular
(Winterbourn, 2008). Por outro lado, a geracédo descontrolada de ROS pode levar
a oxidacao de proteinas, DNA e lipideos causando danos que podem culminar na
morte celular. Quando existe um desequilibrio entre a producéo de radicais livres e
a acao dos mecanismos antioxidantes, ocorre o que se chama estresse oxidativo.

O filo Arthropoda compreende uma vasta quantidade de espécies e pode
ser considerado o grupo de maior sucesso evolutivo entre 0s metazoarios
(organismos multicelulares). Dentre os representantes deste filo, estdo os insetos
gque somam mais de um milhdo de espécies descritas. Calcula-se que a todo
instante cerca de 10%° insetos nasgcam, o que significa dizer que existem 200
milhdes de insetos para cada homem, mulher e crianca que ha na terra! Os

! A expressdo “espécies reativas” compreende tanto os chamados radicais livres (compostos que possuem
elétrons ndo pareados) como espécies nao-radicalares (mas que sdo particularmente reativas, como o peroxido
de hidrogénio).



insetos surgiram no periodo siluriano ha mais de 400 milhdes de anos atras (Engel
and Grimaldi, 2004) e experimentaram um periodo fundamental da sua evolucéo -
durante o qual foram originadas todas as ordens de insetos atualmente existentes
- em um intervalo de aproximadamente 100 milhdes de anos (350 a 250 milhdes
de anos passados) onde a concentracdo de oxigénio era proxima de 30 %,
significativamente mais alta do que os 22% atualmente existentes. O sistema
respiratorio dos insetos é constituido por um sistema de aberturas na cuticula, a
partir das quais, uma seérie de canais se ramificam pelo interior do corpo, sendo a
entrada do oxigénio (e a saida do CO, para o exterior) baseada na difusédo ao
longo de um gradiente de concentracdo, o que se acredita que seja um dos
principais fatores que limitam o crescimento dos insetos. Coerentemente com essa
idéia, fosseis de insetos que viviam nesse periodo de maior concentracdo de O
revelaram a existéncia de insetos gigantes, como libélulas de mais de 70 cm de
envergadura! Por outro lado, também como consequéncia desse periodo, 0s
insetos sdo um grupo de animais capaz de sobreviver em um ambiente bastante
mais oxidante do que a nossa atmosfera atual. Essa capacidade pode ser
atribuida a posse de mecanismos antioxidantes bastante robustos, capazes de
detoxificar radicais livres de oxigénio.

Neste capitulo, sem pretensdo de exaurir o tema, procuraremos descrever
alguns aspectos da biologia de insetos onde o metabolismo de radicais livres
desempenha um papel relevante.

Radicais Livres e Herbivoria.

Muitas plantas respondem a predagcdo por insetos com um aumento
acentuado da producado de espécies reativas de oxigénio. A producdo aumentada
de superdxido e peroéxido de hidrogénio podem conduzir a um fenémeno
conhecido como resposta de hipersensibilidade, onde as ROS produzidas pela
planta provocam a morte das células do vegetal ao redor do inseto, isolando-o das
partes sadias e eventualmente levando a morte do invasor por inani¢cdo, assim
como pela exposicdo aos niveis elevados de ROS, um mecanismo descrito em
insetos que formam galhas em vegetais tdo diversos como trigo ou pinheiros
(Heath, 2000; Mittapalli et al., 2007; Radville et al., 2011). A comparacédo de
linhagens de Arabdopsis taliana suscetiveis e resistentes a predacao por larvas de
uma mariposa, Plutella xylostella, mostrou um aumento de expressao na planta de
genes ligados a producdo de ROS e a tolerancia a niveis elevados de radicais
livres, como enzimas antioxidantes, o que em geral é interpretado como evidéncia
de estresse oxidativo (Collins et al., 2010). Alternativamente, ocorre a producéo de
peréxido de hidrogénio associada a producéo de compostos fenolicos pela planta,
0s quais sdo convertidos por peroxidases (utilizando o peréxido de hidrogénio) a
semiquinonas, que sao radicais livres organicos bastante toxicos. Por exemplo, foi
mostrado que uma variedade transgénica de alamo que superexpressa uma
peroxidase é mais resistente a predacdo pela mariposa Lymantria dispar
(Barbehenn et al., 2010).



Formacdo da Cuticula, Endurecimento e Melanizagéo.

O exoesqueleto rigido € talvez a mais importante das adaptacdes dos
artrépodes, pois permitiu que representantes desse grupo fossem os primeiros
animais a ocuparem o0 ambiente terrestre, que ocorreu aparentemente na
transicdo entre o periodo siluriano e o devoniano, perto de 400 milhées de anos
atras (Buatois et al., 1998). A cuticula dos insetos é caracterizada pela presenca
de quitina e de uma série de proteinas estruturais (Willis, 2010). Logo apos a
ecdise, a cuticula dos insetos sofre um processo de endurecimento que € feito
pelo ataque de radicais livres aos diferentes componentes levando a formacéo de
ligagcbes cruzadas covalentes entre as diferentes proteinas, envolvendo
principalmente residuos de tirosina e formando pontes de di-tirosina. Processo
semelhante parece ocorrer no endurecimento da casca de ovos de insetos.
Carion-peroxidases estdo envolvidas no endurecimento do cérion de ovos de
insetos como Bactrocera oleae, Drosophila melanogaster e Aedes aegypti, onde
foi primeiramente descrita (Li et al., 1996). Essa atividade peroxidasica depende
da reducdo do oxigénio molecular a peréxido de hidrogénio para formar ligacdes
cruzadas de proteinas através de pontes de di-tirosina e tri-tirosina, que
promoverdao o endurecimento da parede dos ovos, importante para garantir sua
resisténcia, assim como para evitar a perda de agua, ambas funcbes essenciais
para a sobrevivéncia do embrido. No caso do barbeiro Rhodnius prolixus,
aparentemente, esse peréxido de hidrogénio provém da atividade de uma enzima
NADPH oxidase, que seria expressa no epitélio folicular ovariano (FD, dados néo
publicados).

A resposta do sistema imune dos vertebrados frente a patégenos apresenta
mecanismos desenvolvidos apds o0 contato com 0 organismo invasor ou moléculas
dele derivadas (a chamada resposta imune inata) e mecanismos de defesa cuja
especificidade ja estd estabelecida no genoma, embora sejam acionados pela
presenca do organismo patogénico. Embora nos ultimos anos tenham sido
relatadas algumas evidéncias de que exista algum nivel de imunidade adquirida
em insetos, essa resposta parece ser baseada, em grande parte, em um poderoso
arsenal de mecanismos inatos. A producédo de ROS, com sua acao microbicida, &
um dos pilares da resposta imune inata dos insetos®. Mas, além da atuacéo dos
ROS diretamente sobre microorganismos, eles atuam também na resposta imune
durante o processo de encapsulamento de patdégenos, que € um componente
fundamental da resposta imunolégica dos insetos. Muito frequentemente,
organismos invasores sdo "aprisionados" dentro de estruturas extracelulares
formadas pela acdo de hemdcitos e que terminam por isolar o corpo estranho no
restante do inseto. Esse fenbmeno, a melanizacdo, € um processo oxidativo que
ocorre também durante o endurecimento da cuticula, apés a ecdise, e envolve
uma fenoloxidase (PO), que & uma enzima com atividade tirosinasica que catalisa
a oxidacdo de monofendis em difendis e quinonas.

2 A resposta imune dos insetos é discutida separadamente em maior detalhe no Capitulo XX (Titulo).



Diapausa e Desenvolvimento.

A diapausa é um retardo no desenvolvimento, que pode ser descrito como
uma dorméncia fisiolégica em resposta a algum estimulo ambiental, em geral
associado a alguma condicdo pouco favoravel. Por exemplo, temperatura e
duracdo do dia induzem a diapausa por mecanismos neuro-hormonais,
sinalizando (em regides frias do globo) um inverno rigoroso ou (em organismos de
regides tropicais) um verdo muito quente. A diapausa € um programa de
desenvolvimento que ocorre como resposta a algum tipo de estresse que existe
nos metazoarios ha milhdes de anos sendo encontrada em vermes, crustaceos,
rotiferos, tardigrados, insetos, peixes e mamiferos. Ela se caracteriza por
processos que limitam o crescimento, implicando em uma parada prolongada no
desenvolvimento. A diapausa pode acontecer em qualquer estagio de vida, de
embrido ao adulto, e as vias que acabam com a dorméncia em geral respondem
ao reaparecimento de condi¢des favoraveis de crescimento.

Em estudo realizado com o himenoptera Nasonia nitripennis, mostrou-se
como as células do inseto se preparam para a resposta a condi¢cdes de estresse
induzindo a expressdao de genes que diminuem o acumulo de proteinas
desnaturadas, impedem o seu congelamento ou aumentam a resisténcia a falta de
nutrientes. Através de andlise protedmica, observou-se uma grande mudanca,
durante a diapausa, de proteinas de estoque e de choque térmico, assim como
proteinas envolvidas na sintese de glicerol (um crioprotetor bastante comum) e de
ferritina (Wolschin and Gadau, 2009).

A ecloséo de larvas de Bombyx mori a partir de ovos em diapausa € maior
do que em ovos nao-diapaausicos, quando os mesmos sao submetidos a baixas
temperaturas por muito tempo. Os ovos em diapausa possuem niveis maiores de
perdxido de hidrogénio, atividade de xantina oxidase aumentada e baixa atividade
de catalase, o que significa que esses ovos se encontram mais protegidos ao
estresse mediado por sinalizacdo redox, que provavelmente ocorre no fim da
diapausa (Sima et al., 2011). Peréxido de hidrogénio pode inibir caspases e outros
efetores pro-apoptéticos, assim retardando a morte celular durante a exposicéo a
estresses ambientais apdés o final da dorméncia.

Radiacdo ultravioleta intensa aliada a varios ciclos de congelamento e
descongelamento e andxia, podem gerar altos niveis de estresse oxidativo em
organismos que vivem em ambientes congelados, como a Antartida. Em dipteros
da regido, como Belgica antarctica, superéxido dismutase (SOD) e catalase estédo
sempre altamente expressas nas larvas expostas a luz do sol, ao mesmo tempo
gue os niveis de lipideos e proteinas oxidadas estdo controlados (Lopez-Martinez
et al., 2008).

De forma geral, os mecanismos que controlam a diferenciagdo de células
proliferativas durante o0 desenvolvimento determinam as caracteristicas
anatomicas dos tecidos e 6rgaos. Em larvas de Drosophila melanogaster foi
demonstrado que a inibicdo da NOS induz hipertrofia de alguns tecidos. Isso
acontece pois 0 6xido nitrico suprime a sintese de DNA e a proliferacdo celular, de
modo que a auséncia de NO permite o crescimento exacerbado de alguns tecidos
(Kuzin et al., 1996).



As peroxiredoxinas sdo enzimas antioxidantes com fung¢des também anti-
apoptoéticas e tém sido muito estudadas. Em Drosophila, a peroxiredoxina 5 é
expressa em todas as células do inseto, o que o torna resistente ao estresse
oxidativo e a superexpressao em moscas transgénicas aumenta a longevidade por
até 30%. Os niveis de peroxiredoxinas sdo especialmente altos nos embrides de
Drosophila e os cinco genes existentes em D. melanogaster apresentam padroes
distintos de expressdo ao longo do desenvolvimento, sugerindo um papel no
desenvolvimento e diferenciacédo (Radyuk et al., 2009).

Os Artrépodes Hematé6fagos sé@o Vetores de Doencgas.

E interessante notar que apesar de existir um grande nimero de espécies
de insetos, somente 1,4 % sdo hematofagas, sendo que algumas das ordens mais
numerosas, como Coleoptera, ndo mostram uma espécie hematdéfaga sequer
(Ribeiro, 1995). Esse fato sugere que deve haver pré-requisitos fisiol6gicos para o
desenvolvimento deste habito alimentar peculiar que seja limitante para permitir o
seu surgimento em muitas ordens. Ndo obstante, a hematofagia € um habito que
surgiu independentemente diversas vezes (pelo menos sete!) durante a evolugéo
dos insetos, provavelmente entre o final do periodo jurassico e o cretaceo, entre
150 e 70 milhGes de anos atras (Lukashevich and Mostovski, 2003; Mans and
Neitz, 2004). Podemos também encontrar membros de outras classes deste
mesmo filo que também sdo hematéfagas como, por exemplo, os carrapatos.
Além disso, a hematofagia ndo € restrita apenas a animais invertebrados como
mosquitos, carrapatos e percevejos, pois podemos encontrar mamiferos (como os
morcegos hematdfagos) ou protozoarios (como o plasmédio da malaria, que se
alimenta de hemoglobina) que adotaram esta estratégia alimentar.

A presenca de um sistema circulatério fechado foi essencial para o
desenvolvimento dos vertebrados, pois permitiu o surgimento de organismos de
grande porte, onde o transporte de oxigénio por difusdo, como ocorre nos insetos,
seria impossivel. Assim, o sangue € um tecido essencial a vida dos vertebrados,
pois realiza essa fungéo de levar oxigénio aos tecidos, e representa algo em torno
de 5 % do peso do individuo. Desta forma, uma contrapartida ao aparecimento
desse sistema circulatério foi o desenvolvimento de mecanismos voltados para
evitar a perda de sangue, coletivamente denominados de hemostasia e que
abrangem a agregacéo de plaquetas, a coagulacdo e a vasoconstricdo. Para os
animais hematéfagos, a hemostasia consiste em uma dificuldade a ser vencida
para a obtencdo de alimento, e assim, ao picarem o vertebrado, os insetos
hemat6fagos injetam sua saliva que possui uma série de moléculas anti-
hemostéaticas que além de anestesiarem o local da picada, evitando serem
percebidos, inibem a agregagdo plaquetaria, a coagulacdo e promovem
vasodilatacdo, auxiliando na succdo do sangue (Ribeiro and Francischetti, 2003) °.
Dessa forma, a alimentagdo com sangue, representa para os insetos hematéfagos
uma dieta rica em proteinas e lipideos, capaz de sustentar a producdo de uma
prole extensa. Por outro lado, a injecdo de saliva do inseto representa um ponto
de entrada de patdégenos no hospedeiro vertebrado. Diversos patdgenos se

% Esse aspecto é discutido em maior detalhe no Capitulo 5.



aproveitam desta situacdo colonizando a glandula salivar do inseto, sendo jogados
junto da saliva para dentro do vertebrado. O ciclo de vida do patégeno prossegue
agora no vertebrado e quando um inseto nédo infectado for sugar o sangue deste,
se infectard novamente, fechando o ciclo de transmisséo.

Os insetos hematdfagos sdo vetores de uma série de doencas para o
homem e os animais domésticos. Eles impactam enormemente na agricultura,
causando perdas na producdo de leite e carne pelos bovinos, além do dano ao
couro destes animais, reduzindo o seu valor. A lista de doencas transmitidas pelos
insetos é enorme, incluindo algumas de grande prevaléncia no mundo hoje, que
afetam milhdes de pessoas, principalmente nas partes mais pobres do globo, tais
como Malaria, Filariose, Doenc¢a de Chagas, Leishmanioses e Dengue.

A Hematofagia como um Desafio.

Uma vez que os artropodes hematdfagos em geral sdo muitas vezes
menores do que os vertebrados dos quais eles obtém o sangue, a alimentacdo
implica muitas vezes em risco muito grande. A ingestao de grandes quantidades
de sangue a cada repasto € uma forma eficiente de minimizar o nimero de visitas
ao hospedeiro, 0 que € altamente vantajoso (Lehane, 2005). Nesses organismos,
a quantidade de sangue que é ingerida depende de uma série de fatores, mas em
geral eles sdo capazes de ingerir uma quantidade de sangue que é equivalente a
mais de duas vezes o seu proprio peso. Ou seja, eles comem 200% do seu peso
em uma unica refei¢do, o que seria 0 equivalente a um ledo de 250 kg comer 500
kg de carne. Alguns insetos, como o R. prolixus, comem até 10 vezes 0 seu peso
em sangue.

Além do desafio fisico que representa ingerir essa enorme quantidade de
sangue, estes insetos enfrentam um desafio fisiolégico que é digerir todo o sangue
e direcionar os nutrientes da dieta para os ovos. O sangue representa uma dieta
rica em proteinas, pois estas moléculas compdem 97% do seu peso seco. A
hemoglobina é a proteina mais abundante do sangue, correspondendo a
aproximadamente 60% (159/100mL) do conteddo protéico. A digestdo da
hemoglobina libera seu grupamento prostético, o heme, que possui no centro de
sua estrutura o ferro, um metal de transicdo. O heme livre é capaz de amplificar
cascatas de peroxidacdo lipidica, dando origem a espécies radicalares toxicas
para as células (Ryter and Tyrrell, 2000). Como se nédo bastasse, a degradacao do
heme pela enzima heme oxigenase (HO) libera como produto o atomo de ferro;
gue pode participar de reacdes pro-oxidantes também levando a geracédo de ROS.
Desta maneira, é imprescindivel que os artropodes hematdfagos possuam um
sofisticado sistema para se prevenirem dos efeitos deletérios do heme *.

* Como mencionado, 0 metabolismo oxidativo é uma fonte constante de ROS para as células. Além disso, a
digestdo do sangue libera grandes quantidades de heme e ferro. O ferro € um metal de transi¢do e pode
participar de reacdes de oxido reducdo. A mistura de H,0, e ferro reduzido (Fe*?) é uma reagdo conhecida hé
mais de 130 anos e foi descrita por um quimico britanico chamado Henry Fenton (KEHRER, 2000 The
Haber-Weiss reaction and mechanisms of toxicity. Toxicology 149: 43-50.). A reacio de Fenton (Fe*? + H,0,
—Fe™ + OH" + OH), como ficou conhecida, era usada para oxidar alguns contaminantes e destruir compostos
organicos pois o produto desta reacdo, o radical hidroxila (HO"), é a espécie reativa de oxigénio de maior
reatividade. Devido a sua alta toxicidade, o HO  pode reagir com biomoléculas, dentre elas, lipideos gerando



Os mecanismos de protecdo que varios destes insetos apresentam podem
ser classificados em dois grupos principais: i) mecanismos que lidam com o heme
diretamente, agindo de forma preventiva ao impedir que 0 mesmo promova dano
oxidativo. Isso pode ser feito tanto pela degradacédo da molécula de heme por uma
enzima que o degrada oxidativamente, a heme oxigenase (Paiva-Silva e Cols.,
2006), pela agregacdo do heme num cristal insolivel denominado hemozoina,
como ocorre em barbeiros (Oliveira e Cols., 1999), ou pela reducdo de sua
reatividade através de proteinas que ligam heme na hemolifa® tais como as que
foram descritas descritas em barbeiros e carrapatos. Alternativamente, também
foram descritas estratégias que "corrigem” o desbalanco redox provocado pelo
heme, através de enzimas e moléculas antioxidantes como a enzima catalase
(uma enzima que elimina peréxido de hidrogénio), superoxido dismutase e
antioxidantes de baixo peso molecular como biliverdina, glutationa ou &cido Urico
(Graca-Souza et al., 2006).

Por outro lado, como ja mencionamos, diversas vias metabdlicas produzem
ROS. Assim, a ingestdo de grandes quantidades de heme parece ser
acompanhada pela reducdo da producdo de ROS por algumas dessas vias,
mesmo que isso talvez impliqgue em um certo "custo" para o0 organismo, por
exemplo, a presenga de heme no intestino do mosquito, reduz a produgéo de
ROS por um mecanismo que depende da ativacdo de proteina kinase C (PKC) e
envolve o “desligamento” da atividade da Duox (Oliveira et al., 2011a), uma
enzima produtora de ROS que foi implicada no controle da microbiota intestinal em
Drosophila melanogaster (Ha et al., 2005). Por outro lado, diversos relatos na
literatura mostram que parasitos, apds se alimentarem de sangue, tornam-se mais
fermentativos, ou seja, reduzem o metabolismo mitocondrial e usam mais a via
glicolitica com fonte de ATP, tendo sido sugerido que a reducdo do metabolismo
oxidativo diminuiria a geracdo de ROS mitocondrial (Oliveira and Oliveira, 2002).
Da mesma forma, a alimentacdo com sangue reduz a respiracdo no térax de
Aedes aegypti, (Goncalves et al., 2009).

radicais alquil (R") e a reducdo de HO"a H,O. Este radical lipidico é capaz de reagir com o oxigénio
molecular gerando radical peroxil (ROO") que é altamente reativo e reage com acidos graxos insaturados
sendo rapidamente convertido a hidroperdxidos organicos (ROOH), que apresentam menor reatividade, e
gerando um novo R’, reiniciando a reagéo, dai o nome “cadeia de peroxidagéo lipidica”. A presenga de heme
neste sistema € capaz de converter ROOH novamente em espécies tdxicas como ROO" e o radical alcoxil
(RO, regenerando os intermediarios toxicos e amplificando a reacéo ( Kalyanaraman, B., Mottley, C.,
Mason, R.P., 1983. A direct electron spin resonance and spin-trapping investigation of peroxy! free radical
formation by hematin/hydroperoxide systems. J Biol Chem 258, 3855-3858, Van der Zee, J., Barr, D.P.,
Mason, R.P., 1996. ESR spin trapping investigation of radical formation from the reaction between hematin
and tert-Butyl hydroperoxide. Free Radic Biol Med 20, 199-206.). Este modelo explica como o heme pode
funcionar como fonte de estresse oxidativo para organismos que tenham que lidar com concentracGes
extremamente altas dessa molécula, como é o caso de animais hemat6fagos.

% Os insetos ndo possuem sistema circulatorio fechado, com vasos sanguineos, como os vertebrados.
Diferentemente, eles possuem um sistema circulatorio denominado aberto, onde os érgaos internos estao
todos em uma cavidade denominada de hemocele, na qual circula um liquido extracelular, a hemolinfa. A
hemolinfa é um liquido que pode ser considerada o sangue dos artropodes embora ela ndo tenha funcéo
respiratoria (ndo ocorre transporte de gases).



Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio e a Transmisséo de Doencas por
Mosquitos.

De forma geral, o ciclo de transmissdo de doencas como dengue e malaria
comega com 0 mosquito picando uma pessoa infectada. Isso leva a ingestdo de
particulas infecciosas (dengue ou plasmaddio, por exemplo) que inicialmente se
estabelecem no intestino médio do mosquito e posteriormente atravessam a
parede do epitélio intestinal em direcdo a hemolinfa. ApGs isso, 0s parasitas
invadem a glandula salivar e sédo inoculados em um novo hospedeiro quando o
mosquito se alimenta novamente de sangue. Durante essa “viagem” em diregao a
glandula salivar, os parasitas séo desafiados pelo sistema imune dos mosquitos,
gue tem como objetivo destruir o microorganismo invasor. Como ja mencionado, a
geracdo de ROS no intestino € um importante mecanismo da imunidade inata de
insetos, controlando a populacdo de microorganismos intestinais. Os primeiros
estudos relacionando a participacdo de ROS/RNS no sistema imune de mosquitos
demonstraram que a alimentagdo de Anopheles stephensi com inibidores da
sintese de oOxido nitrico (NO) facilitam a infeccdo por Plasmodium berghei,
(Luckhart et al., 1998). Posteriormente observou-se que a célula epitelial invadida
pelo oocineto® expressa a enzima 6xido nitrico sintase (NOS), que é
acompanhado de apoptose e protrusdo e eliminacdo dessas células do epitélio
intestinal. Essa descoberta gerou o modelo que ficou conhecido como “time-
bomb”, que postulava que a invasao da célula epitelial dispara a produgao de NO -
uma espécie reativa de nitrogénio (RNS) téxica - como uma tentativa de destruir o
parasita, mas que, somada a geracdo de H,O, por uma enzima do tipo Duox,
causaria danos as células do mosquito (Han et al., 2000; Kumar et al., 2004).

ApOs a invasdo da célula epitelial, os oocinetos que escapam dos
mecanismos do sistema imune dos mosquitos atingem a lamina basal e ali se
transformam em oocistos, uma forma do parasita bastante resistente a imunidade
do mosquito. Apesar disso, observou-se que a producdo de NO também era capaz
de combater a infeccdo ap6s a passagem do parasita pelo intestino,
possivelmente agindo diretamente sobre os oocistos (Gupta et al., 2009). Foi
descrito recentemente um interessante mecanismo pelo qual o parasita da malaria
“se esconde” do sistema imune dos mosquitos, prevenindo a ativacdo da NOS,
para aumentar sua capacidade de proliferacao. Foi observada a formacao de uma
rede extracelular formada a partir da formacdo de ligagcdes cruzadas entre
residuos de tirosina de proteinas presentes na luz do intestino, catalisada por uma
peroxidase extracelular (IMPer) produzida pelo epitélio intestinal. A IMPer utilizaria
o peréxido de hidrogénio produzido pela Duox para oxidar esses residuos de
tirosina, formando uma rede que isolaria as células do epitélio intestinal de
microorganismos da microbiota, que proliferam abundantemente apds a ingestao
de sangue. Essa barreira limitaria a ativacdo das vias de imunidade epitelial
(principalmente a NOS) pela microbiota, criando um ambiente favoravel ao
Plasmodium quando o mosquito se alimenta de sangue infectado com esse
parasita (Kumar et al., 2010).

® Estagio do protozoério Plasmodium que habita o intestino dos mosquitos.



Outras espécies reativas também estdo envolvidas na resposta a P.
berghei, como o peréxido de hidrogénio (H,O,), cujos niveis hemolinfaticos sédo
aumentados 24 horas apés alimentacdo com sangue infectado. Esse aumento
parece ocorrer por uma diminuicdo nos niveis de RNA mensageiro e atividade
especifica da catalase (enzima que remove H»0,), sugerindo que ocorre
modulacao por parte do mosquito das vias antioxidantes com o objetivo de reduzir
a detoxificacdo de ROS, aumentando os niveis sistémicos de H,O, e a destrui¢do
oxidativa de parasitas da malaria (Molina-Cruz et al., 2008). Isso pode ser
encarado como benéfico ao mosquito do ponto de vista da atividade imunoldgica,
mas parece representar um custo elevado, pois leva a reducdo de sobrevida e
perda de fecundidade dos mosquitos (DeJong et al., 2007). Em acordo com essa
hipotese, foi mostrado que a linhagem de Anopheles gambiae L3-5, que é
refratdria & malaria, possui diferencas no metabolismo energético e oxidativo
(Kumar et al., 2003) como, por exemplo, o envelhecimento precoce acompanhado
do aumento da utlizacdo de reservas lipidicas. Além disso, observou-se
diminuicdo do consumo de oxigénio mitocondrial acoplado a sintese de ATP (uma
respiracdo menos eficiente) e um provavel aumento nas taxas glicoliticas para
compensar a deficiéncia da funcdo mitocondrial, sugerindo um importante
cruzamento entre a eficiéncia da resposta imune dos mosquitos e 0 seu
metabolismo energético, e criando uma interessante e pouco explorada relacdo
entre a producdo de ROS mitocondrial e a resposta anti-plasmaédio dos mosquitos
(Naik and Dixit, 2011; Oliveira et al., 2011b).

Por outro lado, o silenciamento da catalase por RNA de interferéncia
(RNAIi) em Anopheles aquasalis favoreceu o estabelecimento de P. vivax no
interior dos mosquitos (Bahia e Cols, dados n&o publicados). O mecanismo pelo
qual a auséncia de catalase resulta em maior presenca de parasitas no intestino
dos mosquitos néo foi elucidado, mas uma explicacéo seria que a diminuicdo dos
niveis de catalase resulta em maior presenca de H,0O,, e essa espécie radicalar
favorece esse parasita, seja diretamente ou porque reduz a competicdo por
espaco e nutrientes entre Plasmodio e bactérias intestinais sensiveis a ROS.
Dessa forma, o conceito de que ROS exerce efeitos deletérios sobre Plasmodium
pode ser uma generalizacdo que nado se aplica a todas as formas de maléaria. Essa
idéia esta em acordo com a nocdo de que diferentes microorganismos sao
influenciados de formas diferentes pela presenca de ROS, com alguns sendo
desfavorecidos, enquanto outros levam vantagem (Ryu et al., 2006; Stecher et al.,
2007).

O estudo das alteracdes na biologia redox no intestino de mosquitos
hematéfagos antes e apd6s a ingestdo de sangue foi estimulado pela
demonstracdo de que a presenca de bactérias intestinais € capaz de regular
negativamente a infeccdo de Aedes aegypti pelo virus dengue (Xi et al., 2008) e
Anopheles gambiae pelo protozoario causador de malaria Plasmodium falciparum
(Dong et al., 2009). A atividade da Duox (gerando H,0O,) é aumentada em
mosquitos alimentados apenas com acgucar, e isso mantém baixa a microbiota dos
mosquitos. Entretanto, apds a alimentagdo com sangue ocorre uma restricdo a
producdo de ROS, imposta pelo heme da dieta, e isso favorece o crescimento da
flora intestinal, que agiria como regulador negativo da infeccdo dos mosquitos.
Sendo assim, apds comer sangue, 0S mosquitos abrem mé&o da uma importante



defesa imunoldgica (producdo de ROS), mas, por outro lado, permite a expanséo
da flora intestinal que antagoniza a infec¢éo por dengue e malaria (Figura 1). Este
fato coloca a biologia redox no centro da discussao a respeito da modulagcéo da
capacidade vetorial dos mosquitos. Dessa forma, estratégias que controlam a flora
dos mosquitos podem se tornar alternativas no controle da transmissao de dengue
e malaria.
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Figura 1: A alimentacdo com sangue dispara uma via de sinalizacéo celular
que reduz a producdo de ROS pelo epitélio intestinal de mosquitos,
contribuindo para o aumento da microbiota.



Consideracgdes Finais

A formacéo de radicais livres, inicialmente tratados pela literatura como os
"vildes" responsaveis apenas por doencas, sdo0 componentes essenciais do
metabolismo de todos os seres vivos. Nos insetos, eles estdo envolvidos em
diversos aspectos da biologia e desempenham um papel essencial em processos
como a formacdo de cuticula, a muda e o sistema imune inato, onde s&o
determinantes ndo apenas da capacidade de sobrevivéncia dos insetos, como
também da sua capacidade de transmitirem patégenos quando se trata de insetos
vetores.
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