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PELO Trypanosoma cruzi NA MODULACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICAE
EXPRESSAO GENICA DE GLICOSIDEO HIDROLASES DE Rhodnius prolixus
RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Gerson Profeta de Souza

A Doenga de Chagas é uma infec¢do parasitaria, endémica no Brasil, onde diversos biomas ainda
sdo favoraveis a instalacdo de vetores. O protozoario Trypanosoma cruzi, agente etioldgico da
Doenca de Chagas, é naturalmente transmitido pelas fezes e urina de triatomineos infectados. A
espécie Rhodnius prolixus € um modelo muito utilizado em estudos fisioldgicos de interacéo
parasito-vetor, além de ser considerada um importante vetor da Doenca de Chagas em alguns
paises do continente americano. As glicosideo hidrolases (GHs) sdo enzimas responsaveis por
realizar a hidrolise de ligacGes glicosidicas, e podem desempenhar papel importante na digestdo
de acUcares do sangue da alimentacdo. O estudo de enzimas que participam do processo de
digestdo torna-se um ponto importante a ser estudado, pois todo ciclo do T.cruzi ocorre no trato
digestivo dos triatomineos. Verificamos que ensaios continuos podem ser utilizados para medidas
de atividade de diferentes glicosidases, fornecendo algumas vantagens sobre a metodologia
tradicionalmente utilizada. Através deste método determinamos o perfil de atividade enzimatica
de seis glicosidases (a-Glicosidase, B-Glicosidase, a-Manosidase, N-acetil hexosaminidase, p-
Galactosidase e a-Fucosidase) no aparelho digestivo, ao longo da digestdo de Rhodnius prolixus.
Foram observados padrbes distintos de atividade enzimatica nos diferentes compartimentos
estudados. Algumas glicosidases sdo induzidas ap6s alimentacdo, mostrou-se também que na
maioria dos tecidos o pico maximo de atividade encontra-se no 5°, 7° ou 9° dia apds alimentacdo.
a-Glicosidase mostrou-se majoritaria na fracdo tecidual do intestino médio, apresentando
concentragfes muito superiores as demais GHs em qualquer parte do intestino. Na fracdo soltvel
do intestino médio anterior esta glicosidase apresentou inducdo de 7,5 vezes 9 dias apds
alimentacdo. Estudos de expressdo génica revelaram que alguns genes sdo expressos de forma
constante nos compartimentos estudados, conforme apresentado por RPRC007504, identificador
de a-Fucosidase. Os genes de B-Galactosidase investigados sdo preferencialmente expressos no
intestino médio posterior, e estes dados sdo coerentes com a alta atividade desta enzima neste
compartimento. Observamos também que a infeccéo pelo protozoario Trypanosoma cruzi modula
a atividade de Glicosideo Hidrolases em diferentes compartimentos do triatomineo em etapas
distintas da digestdo, sugerindo que o estudo destas enzimas pode fornecer informacGes a cerca
de novos aspectos das interagdes parasito-vetor.
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Gerson Profeta de Souza

Chagas disease is a parasitic infection endemic in Brazil, where many biomes are still favorable
to vectors installation. The protozoan Trypanosoma cruzi, etiologic agent of Chagas disease, is
naturally transmitted by feces and urine of infected triatomines. Among the species described,
Rhodnius prolixus is the model used for physiological studies of parasite-vector interactions, and
is considered an important vector of Chagas disease in some countries in the Americas. The
glycoside hydrolases (GHSs) are enzymes responsible for hydrolysis of glycosidic bonds, and may
play a role in the digestion of blood sugars as well as the interaction between the parasite and the
triatomine digestive system. Because Trypanosoma cruzi life cycle inside the invertebrate host
occurs exclusively in the gut, the study of enzymes that participate in digestion becomes an
important issue to be studied. We found that continuous assays can be used for different
glycosidase activity measures, providing some advantages over the method traditionally used.
Through this method we determine the activity of six glycosidases (a-glucosidase, B-glucosidase,
a-mannosidase, N-acetyl hexosaminidase, B-galactosidase and o-fucosidase) in the digestive
tract along the digestion of Rhodnius prolixus. Distinct patterns of activity were observed in the
different compartments. Some glycosidases are induced after feeding suggesting that these
enzymes have a decisive role in triatomine digestion. Temporal analysis showed that in most
tissues activity peaks is in the 5", 7™ or 9™ day after feeding. a-glucosidase is the major
glycosidase in midgut, with higher concentrations in tissue sample than in contents. In the
contents of anterior midgut this glycosidase showed 7.5 fold induction 9 days after feeding
indicating that soluble enzymes are likely to undergo changes in response to blood as well as
membrane-associated proteins. Gene expression studies revealed that some genes are
constitutively expressed, as shown by RPRC007504 (a-fucosidase). The B-galactosidase genes
investigated are preferentially expressed in the posterior midgut, and these data are consistent
with the higher activity of this enzyme in this compartment. The protozoan Trypanosoma cruzi
modulates glycoside hydrolases activity in different compartments of the triatomine in different
stages of digestion, suggesting that the study of these enzymes can provide valuable information
for understanding new aspects of parasite-vector interactions.
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... O que € um Ser Humano? O que é um Homem? O que € uma Mulher?

Aristételes disse no século IV A.C. que o Homem é um animal racional. Até hoje a gente usa
isso: “O Homem ¢ um animal racional”.

Pascal disse no século XVII: “O Homem ¢ um organismo pensante”.

Fernando Pessoa tem a defini¢do que eu mais gosto do Ser Humano: “O Homem é um caddver
adiado”...

... A ciéncia acredita que nés estamos em um Universo que tem, provavelmente, um formato
cilindrico e que provavelmente esse Universo apareceu ha cerca de 15 bilhdes de anos. Alguns
falam em 13, outros em 18... H& 15 bilhdes de anos houve uma expansdo aceleradissima de
matéria e energia. Essa matéria se concentrou naquilo que nds, humanos, chamamos de estrelas
e as estrelas se agruparam naquilo que nés, humanos, chamamos de galéaxias.

A ciéncia calcula que em nosso Universo ha por volta de 200 bilhdes de galaxias. Nao séo 200
galaxias, sdo 200.000.000.000 de galaxias. Uma delas é a nossa, que fica na “porta de saida”™
do Universo, que é a Via Lactea e que nem € tao grande, ela tem apenas 100 bilhGes de estrelas.
Uma dessas estrelas é a nossa, que quando eu era criang¢a a gente chamava de “estrela de quinta
grandeza”, agora é chamada de “estrela and”, que é o sol.

O que é o sol? O sol é uma estrelinha entre outras 100 bilhdes (100.000.000.000) de estrelas,
compondo uma Unica galéxia, entre outras 200 bilhdes de galédxias em um dos Universos
possiveis e que vai desaparecer. Em volta dessa estrelinha, que é o sol, giram massas planetarias
sem luz prépria (que séo os planetas) e sdo 9, para ser mais exato, talvez 8. A terceira delas mais
perto do sol € a Terra.

O que é a Terra? A Terra é um planetinha, que gira em torno de uma estrelinha, que € uma entre
outras 100 bilhdes de estrelas, compondo uma galaxia entre outras 200 bilhdes de galéxias, em
um dos universos possiveis e que vai desaparecer.

Veja como nos somos “importantes”!

Tem gente que acha que Deus fez tudo isso s6 pra nds existirmos aqui. Esse € um Deus
“inteligente”’, entende da relagdo “Custo x Beneficio”. Ele faz bilhoes de estrelas e galaxias s6
pra nds existirmos aqui. Tem gente que pensa ainda pior: Pensa que Deus fez isso tudo s6 para
essa pessoa existir aqui. O tanto de dinheiro que ela carrega, o sotaque que ela usa, a religido
que ela pratica, o cargo que ela tem dentro do banco ou da universidade, a cor da pele que ela

tem...
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... A ciéncia calcula que no nosso planetinha haja por volta de 30 bilhdes de espécies, mas até
agora s0 se classificou de 3 bilhdes de espécies de vida diferente. Uma delas é a nossa, 0 Homo
sapiens.

A nossa espécie € uma espécie entre 3.000.000.000 de espécies ja classificadas, que vive em um
planetinha, que gira em torno de uma estrelinha, que é uma entre outras 100.000.000.000 de
estrelas, compondo uma Unica galaxia entre outras 200.000.000.000 de galéxias em um dos
Universos possiveis e que vai desaparecer.

Essa espécie (Homo sapiens), em 2007, tinha 6.400.000.000 individuos. Um deles € vocé!

Quem és tu? Tu és um individuo entre outros 6.400.000.000 de individuos compondo apenas uma
espécie entre outras 3.000.000.000 de espécies ja classificadas, que vive em um planetinha, que
gira em torno de uma estrelinha, que é uma entre outras 100.000.000.000 de estrelas, compondo
uma unica galaxia, entre outras 200.000.000.000 de galaxias, em um dos universos possiveis e
que vai desaparecer!

Quem é vocé? Quem sou eu?

Quem sou eu pra achar que o tnico modo de fazer as coisas € como eu faco?

Quem sou eu pra achar gue a Unica cor de pele adequada é a que eu tenho?

Quem sou eu para achar que o unico lugar bom pra nascer é onde eu nasci?

Quem sou eu pra achar que o Unico sotaque correto € 0 que eu uso?

Quem sou eu pra achar que a Unica religido certa € a que eu pratico?

Quem sou eu? Quem és tu?

Tu és o “Vice-Treco” do “Sub-Trogo”!

Mario Sergio Cortella



“«“

xXistem muitas hipoteses em ciéncia que estdo
erradas. Isso é perfeitamente aceitavel, elas sdo a
abertura para achar as que estdo certas”.

(Carl Sagan)



LISTA DE ABREVIATURAS

APS — Ammoniun Persulfate (Persulfato de Aménio)
BHI — Brain Heart Infusion medium

CAZY - Carbohydrate Active Enzymes (Enzimas Ativas sobre Carboidratos)
cDNA — Acido Desoxirribonucléico complementar

CG - Citosina-Guanina

CT — Threshold cycle

DMSO - Dimethyl Sulfoxide (Dimetilsulfoxido)

DNA — Acido Desoxirribonucléico

dNTP — Desoxirribonucleotideos trifosfatos

ds7504 — double strand RNA do gene 7504

dsGFP - double strand RNA associado ao template GFP
dsRNA - double strand de Acido Ribonucléico (RNA)
DTUs - Discrete Typing Units (Unidades de Tipagem Distintas)
E.C. — Enzyme Commision

GAPDH - Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase

GFP — Green Fluorescent Protein

GHs — Glicosideo Hidrolases

GIPLs - Glicosilinositolfosfolipideos

GS — Glandula Salivar

IMA — Intestino Médio Anterior

IMAcont — Fragdo soltvel do Intestino Médio Anterior
IMAep — Fracdo tecidual do Intestino Médio Anterior
IMPcont — Fracdo soltvel do Intestino Médio Posterior
IMPep — Fracdo tecidual do Intestino Médio Posterior
IP — Intestino Posterior

kDa - Kilodalton

MP — Membrana Peritrofica

MPMYV — Membrana Perimicrovilar

pb — Pares de Base

PCR — Polymerase Chain Reaction (Reacdo em Cadeia da Polimerase)

Xi



PFAM — Protein Families Database

g.s.p. — Quantidade Suficiente Para

gPCR — quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction (Reacdo em Cadeia da Polimerase
quantitativa em Tempo Real)

RIN — RNA Integrity Number

RNA — Acido Ribonucléico

RNAI — RNA de interferéncia

rpm — Rotagbes por minuto

RT-PCR — Reverse Transcriptase — PCR (Reacdo da Transcriptase Reversa seguida de PCR).
RT-gPCR — Reverse Transcriptase — PCR (Reacdo da Transcriptase Reversa seguida de PCR
quantitativo).

SDS - Sodium Dodecyl Sulfate (Dodecil Sulfato de Sédio)

SDS-PAGE - Eletroforese em gel de poliacrilamida em condicdes desnaturantes, na presenca de
SDS

SFB — Soro Fetal Bovino

TEMED — N’N’N’N’-Tetrametiletilenodiamina

TM — Temperatura de Melting

TUB - Tubulina

U — Unidade de Atividade Enzimética

AG — Energia Livre de Gibbs

xii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1 — Casa de pau-a-pique apresentando frestas que atuam como abrigo e local propicio
para ProliferaCao 00 VELOT.........cuiiieie ettt e e reesaeeaesneens 2

Figura 1.2 — Numero estimado de imigrantes infectados com Trypanosoma cruzi vivendo em

PAISES NEO BNUEIMICOS. ... ettt b et b ettt b e st et st e b et et e b e e eb e s be e eneebe e 2
Figura 1.3 — Manifestacdes clinicas observadas em casos cronicos da Doenga de Chagas............ 3
Figura 1.4 — Fotografia de Carlos Chagas.........ccucieeieiieiieiie et 5

Figura 1.5 — Modelo esquematico de diferentes moléculas de superficie do Trypanosoma cruzi
envolvidas na interagao parasito-NOSPEUEITO..........ccveriiiiiiiiieiee e 7
Figura 1.6 — Diagrama esquematico apresentando variagbes nas mucinas de superficie do

Trypanosoma cruzi de acordo com seu CiClo DIOIOGICO..........ccecveiieiiiiesecce e 8
Figura 1.7 — Ciclo bioldgico do parasito Trypan0SOMa CrUZI............cevverueeeeieeriesiieseeseesnesseennens 9
Figura 1.8 — Rhodnius prolixus, um dos importantes vetores da Doenga de Chagas.................... 10
Figura 1.9 — Semelhanca entre as espécies do género RhOANIUS SP.........cocevrereinienienineniennn. 11
Figura 1.10 — Diferentes estagios de desenvolvimento de Rhodnius prolixus...........c.cccccevevenen. 11
Figura 1.11 — Alimentacdo de Rhodnius prolixus através de aparato artificial......................... 12

Figura 1.12 — Representagdo esquematica da diversidade de aparelhos digestivos encontradas em
ST 01 SRRSO 13
Figura 1.13 — Representacdo esquematica generalizada dos compartimentos intestinais de
insetos, destacando glicoconjugados acoplados a membrana microvilar...............cccccceeveveiveenen, 16
Figura 1.14 — Representacdo esquematica das etapas da digestdo..........cooevevrererininencieecneenn 20
Figura 1.15 - Esquema representando a digestdio de amido através da atuacdo de

OlICOSIAASES. ...ttt ettt et s bt e e e s b e et e es e et e e teer b e erteebeebeeateareeneenaenreere s 22
Figura 1.16 — Arvore Glicidica de algumas glicoproteinas presentes no sangue.......................... 22
Figura 3.1 — Estrutura dos substratos utilizados para ensaios de glicosidases............cccccoovrvrunne. 28

Figura 3.2 — Esquema utilizado para producdo de template utilizado para sintese de

(0 1] NN A OSSR 34
Figura 4.1 — Curva padrdo de metilumbeliferona em diferentes pHS..........ccccoceeviiiiciie e, 36
Figura 4.2 — Perfil de atividade enzimatica utilizando ensaios CONtiNUOS............ccccevvrereeiennn 37

Figura 4.3 — Determinacao dos volumes ideais de amostra de IMAep de Rhodnius prolixus para

BNSAIOS A GHS. ..o 38

Xiii



Figura 4.4 — Medidas de atividade de glicosidases de uma mesma amostra utilizando a
metodologia de ensaios coNtinuOS € AESCONLINUOS..........ccviiiirieieieriere et 40
Figura 4.5 — Quantificacdo de glicosidases nas amostras de IMAep adquiridas de 90 insetos
g E Lo (0T =T o T =T 11 SRS 41
Figura 4.6 — Frequéncia percentual da distribuicdo populacional de glicosidases em Rhodnius
PIONIXUS. ...ttt bbbt b bbbt b Rt n b bbb e r e 42
Figura 4.7 — Perfil de atividade de a-Glicosidase em diferentes tecidos digestivos do inseto ao
o] g ool b= Wo [0 1= - o TSRS 44
Figura 4.8 — Perfil de atividade de B-Glicosidase em diferentes tecidos digestivos do inseto ao
1ONQGO 08 HIGESTAD. ...ttt bbbttt ettt ab et 45
Figura 4.9 — Perfil de atividade de N-acetil hexosaminidase em diferentes tecidos digestivos do
TS (o N (ol (o] gl oo P Mo [ o[- - o F OSSPSR 46
Figura 4.10 — Perfil de atividade de a-Manosidase em diferentes tecidos digestivos do inseto ao
1ONQGO 08 TIGESTAD. ...t bbbttt bbbt e e 47
Figura 4.11 — Perfil de atividade de p-Galactosidase em diferentes tecidos digestivos do inseto
YO R (o] g To oo F: o T [-1:] - Lo TSP 48
Figura 4.12 — Perfil de atividade de a-Fucosidase em diferentes tecidos digestivos do inseto ao
1ONQGO 08 TIGESTAD. ...ttt bttt bbbt be e 49
Figura 4.13 — Comparagdo da atividade de GHs entre amostras de sangue e IMAcont de
RNOANIUS PrOIIXUS. ......eiiieie ittt et e et e st e s be e e s aeesteessesbeesteeneesreenas 50
Figura 4.14 — Atividade total de GHs produzidas pelo inseto durante a digestdo, comparando a
atividade de cada enzima entre COMPArtIMENTOS. .........vieririeierierese et 51
Figura 4.15 — Demonstracdo da prevaléncia da atividade total de GHs nos diferentes tecidos
(o 1o eIy (Y oSl o [ [ 7=1 (o PSSRSO 52
Figura 4.16 — Andlise eletroforética em gel de poliacrilamida em condicGes desnaturantes........ 54
Figura 4.17 — Alteragbes nas atividades de glicosidases devido a inativagdo do sistema
(0101001 ] (<] 0 T<] 0 0T P RS UPTRT PP PRPRPRPRON 55
Figura 4.18 — Perfil de Atividade Enzimética de Glicosideo Hidrolases secretadas de
Trypanosoma Cruzi €M PH 4,5, ..ot e et be e e e aeeannas 58
Figura 4.19 — Perfil de Atividade Enzimatica de Glicosideo Hidrolases secretadas de
TrypanoSomMa CrUZI €M PH 7,2.......ciiiiiieieiee bbbttt ene s 59
Figura 4.20 — Perfil de Atividade Enzimética de Glicosideo Hidrolases na fracdo celular de

Trypanosoma Cruzi €M PH 4,5, .. et b e e s beeannas 59



Figura 4.21 — Perfil de Atividade Enzimatica de Glicosideo Hidrolases na fracdo celular de
TrypanosomMa CrUZI €M PH 7,2.......o ittt ettt sttt 60
Figura 4.22 — Efeito da infec¢do com Trypanosoma cruzi na atividade digestiva de a-Glicosidase
de Rhodnius prolixus ao 10ng0 da dIgESLA0. ........cc.eiiiiiiiieieeee e 62
Figura 4.23 — Efeito da infecgdo com Trypanosoma cruzi na atividade digestiva de a-Manosidase
de Rhodnius prolixus ao 10Ngo da digeSta0..........cecvuiiieiieeie e 63
Figura 4.24 — Efeito da infeccdo com Trypanosoma cruzi na atividade digestiva de B-Glicosidase
de Rhodnius prolixus ao 10ng0 da digeSLA0. ........cc.eiiiiiiiieiceee e 64
Figura 4.25 — Efeito da infecgdo com Trypanosoma cruzi na atividade digestiva de [-
Galactosidase de Rhodnius prolixus ao 1ongo da digestdo...........ccocvevvririieiiieresieseee e 65
Figura 4.26 — Efeito da infeccdo com Trypanosoma cruzi na atividade digestiva de N-acetil
hexosaminidase de Rhodnius prolixus ao 1ongo da digestao............cccevveveiieiie i 66
Figura 4.27 — Efeito da infeccdo com Trypanosoma cruzi na atividade digestiva de a-Fucosidase
de Rhodnius prolixus ao 10ngo da digeSta0..........cecviiiiieeie e 67
Figura 4.48 — Anélise do padrdo de expresséo génica de Glicosideo Hidrolases através da técnica
[0 LI 1 O USSP 69

Figura 4.49 — Curva de eficiéncia da amplificacdo dos alvos utilizados para realizacdo de RT-

Figura 4.50 — Nivel de expressdo génica de compartimentos digestivos de R. prolixus, derivados
das aNAliSES 0 RT-OPCR......coiiiiieiiiee ettt sttt be e nesne e 73
Figura 4.51 — Acompanhamento temporal da expressdo génica ao longo da digestdo do
LIS (o TSSO 74
Figura 4.52 — Expressdo relativa do gene RPRC007504 (a-fucosidase) acompanhada por RT-
PCR ap0s INJECAO 08 USRINAL. ...ttt sttt nesae e 75
Figura 4.53 — Atividade enzimatica de a-fucosidase avaliada nos diferentes compartimentos de
insetos submetidos a iNJECA0 de ASRNAL...........i oot 76
Figura 5.1 — Representacdo esquematica do efeito da infeccdo com T.cruzi nas Glicosideo

Hidrolases envolvidas em diferentes etapas da digestdo de R. prolixus...........cc.ccoovvvniiiinnininnnn, 83

XV



LISTA DE TABELAS

Tabela 3.1 — Volumes de reagentes empregados no preparo de gel de poliacrilamida................. 29
Tabela 3.2 — Iniciadores utilizados para analise do padrdo de expressdo génica de Glicosideo
HIAEOIASES. ... ettt bbbttt b et et et bbbt e et n s 31
Tabela 4.1 — Volumes de amostras empregadas nos ensaios referentes a cada tecido estudado
Frente @S AITErENIES GHS......ciiieicece e ettt nreereens 39
Tabela 4.2 — Atividades de glicosidases atraveés da realizagdo de ensaios continuos e
OESCONTINUOS. ...ttt bbbt b e bbbt b bt s et e b et e bbbt eeneene e e nes 39
Tabela 4.3 — Comparacédo da atividade de GHs entre amostras de sangue e IMAcont de Rhodnius
PIONIXUS. ...t bbb bbbt bbbt bt bRt e bt bbbt b e 50
Tabela 4.4 — Andlise in silico da presenca de glicosidases no genoma de Rhodnius prolixus e

L7z LT TS0 = W o U7 SRS 57

XVi



1.

SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt 1
1.1, DO0ENGCA B CRAGAES......cceiieiiiiiitiite ittt bbbt 1
1,20 HISEOTICO ittt bbbt b e bbb e e 4
1.3. TrYPANOSOMEA CIUZI .cuuiiiiiiinieiiieeste sttt ettt bbbt e e bbbt 5
1.4, RRNOANIUS PPOIIXUS ..ot 10
1.5.  Sistema Digestivo de INSELOS........c.cuiiiiiiiieieie e 12

1.5.1. Compartimentos INTESTINGIS .........c.coeririiiriiireeee e 14
1.5.2. Digestdo em HemMIPLEr0S. .......cceiiereieireseeese e 17
1.5.3. FaseS da AIgESTAO .......oiviieitiriieieee e 19
1.6, GliCOSIAEO HIAFOIASES ... .c.eeuiiiiieiieiisieieese e e 20

OBUIETIVOS ...t ettt bbbt be et e et be e naeeenns 24
2.1 GRIAL ... 24
2.2, ESPECITICOS ..ttt et 24

MATERIAISE METODOS ......oiiiceieeeeese e ess et es st s sen s senes s 25
3.1, ManutenGao de INSETOS.........oiiiiiirieiieiee e 25
3.2, ManutenGao de Parasitos..........couiiiiiiiieieie e 25
3.3.  Infeccéo experimental com Trypan0oSOMa CrUZI........ccccueverierenverieniesieneeeeeeeens 25
3.4.  Obtencao de fracdes intestinais do INSELO.........cccoeverieriiie i 26
3.5.  Preparo de Amostras para avaliagdo de GHS Sangue ...........c.ccocevvviniiinienenn 26
3.6. Preparo de Amostras para avaliacdo de GHs de T.CruzZi.........ccceevevvvcvernenenne 27
3.7.  Ensaios de Atividade ENZIMATICA.........cccceriiiiiiiniiieeee e 27
3.8, Quantificagho de ProteiNAS.......cccviiiiiieieriese e 29
3.9.  Eletroforese em gel de poliacrilamida..........ccocooiniiiniiiiiiiie e 29

XVii



3.10. Desenho de iniciadores oligonucleotidicos (Primers) .......cccvceveveneniesienieerieneenns 30

3.11. Extracao de RNA e Sintese de CDNA ..., 32
3.12. Analises de expressdo génica por PCR semi quantitativo .............cccceoeverennne, 33
3.13. Analises de expressdo génica por PCR quantitativo ...........ccccceveieicicnenienne, 33
3.14.  SilenCiamento gENICO ......ccueiuiiiirieiiiieieee et bbbt 33
315, ANALISES ESTALISTICAS . ovvevveieieiiecie e 34

4, RESULTADOS ...ttt e e e e e saa e e e tae e e nsaeeannaeas 36
4.1. Padronizagdo da Metodologia Empregada nos Ensaios Enzimaticos................ 36
4.2.  Determinacdo do perfil de atividades enzimaticas..........c.ccccevevriieinineneene, 43
4.3.  Eletroforese em gel de poliacrilamida do conteudo intestinal de R. prolixus ... 53
4.4, Atividade de GHs em R. prolixus alimentados com sangue submetido a
inativagao do sistema COMPIEMENTO ........ooiiiiiiiiie e 55
4.5.  InfeccBes COM TryPaNOSOMA CIUZI .......cveverierieriesiesiisieeeeeeee et 56
45.1. Atividade de GHS N0 PArasito.........ccceiiririiinieieiee s 56

45.2. Modulacéo da atividade de GHs em insetos infectados com T. cruzi........ 61

4.6.  Analises de EXPressao GEMICA .......c..coirirereieieieieese et 68
46.1. PCR SEMI-QUANTITALIVO. .....c.iiviiiiiiiiieieee e 68

4.6.2. PCR QUANTITALIVO. ...t 70

4.6.3. EfICIENCIA 0OS PrIMEIS ..ot 70

4.6.4. Silenciamento por Injec@o de dSRNA (RNAI) .....ccoviiiiiniiiniiiieeee 75

B, DISCUSSAD ...ttt 77
B.  CONGCLUSOES ...ttt 87
REFERENCIAS ...ttt 89

Xviii



1. INTRODUCAO

1.1.  Doenca de Chagas

A Doenca de Chagas, também denominada Tripanossomiase Americana, € uma infeccao
parasitaria debilitante, frequentemente fatal, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi.
Estima-se que cerca de 7 milhGes de pessoas estejam infectadas no mundo todo, havendo
aproximadamente 10 mil mortes todos os anos ocasionadas pelas manifestacGes clinicas da
doenca (WHO, 2016a). Além disso, tem sido sugerido que mais de 25 milhdes de pessoas
estejam sob o risco de infec¢do (WHO, 2016b).

A forma cléssica de transmissdo da Doenca de Chagas ocorre através do contato de
mucosas ou regifes lesionadas com as fezes e urina de triatomineos infectados, insetos
hematofagos que atuam como vetores da doenca (FIOCRUZ, 2013).

Embora sua descoberta tenha ocorrido ha mais de um século, a Doenca de Chagas
continua sendo considerada uma das principais endemias da América Latina. Esse fato pode ser
atribuido principalmente a seu elevado impacto social e econémico (Guhl e Lazdins-Helds,
2007).

A doenca de Chagas é considerada uma antropozoonose, doenca primaria de animais que
pode ser transmitida ao homem (Coura, 2007; Neves, 2006). O vasto nimero de espécies de
animais silvestres e domeésticos capazes de atuar como reservatérios naturais do T. cruzi (Roque e
Jansen, 2015) é um dos fatores que impossibilita a erradicacdo da doenca (WHO, 2016a).

Além disso, a acdo do homem sobre o ambiente com a progressiva e desorganizada
urbanizacdo em areas rurais tem como consequéncia a destrui¢do de habitat natural dos vetores e
de seus reservatorios silvestres, fazendo com que estes sejam deslocados de seus nichos silvestres
originais, levando a infestacdo de triatomineos a areas peridomiciliares e intradomiciliares
(Argolo et. al, 2008).

Em paises endémicos alguns tipos de moradias, como casas de pau-a-pique, taipa,
telhados feitos com folhas de palma e similares favorecem a instalacdo do vetor (Figura 1.1),
permitindo uma maior ocorréncia de insetos vetores em regides menos favorecidas

financeiramente (Argolo et. al, 2008; Coura e Vifas, 2010).



Figura 1.1 — Casa de pau-a-pique apresentando frestas que atuam como abrigo e local propicio para proliferagdo do
vetor. Fonte: Argolo, et. al 2008; Instituto IEPHA, 2012.

Mesmo a distribuicdo do vetor estando restrita ao continente americano (FIOCRUZ,
2016a), paises do mundo todo podem ser comumente afetados por outros mecanismos de
transmissdo, ou pela migracdo de latino-americanos para outros continentes (Figura 1.2)
(FIOCRUZ, 2013; Coura e Vifas, 2010).
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Figura 1.2 - Namero estimado de imigrantes infectados com Trypanosoma cruzi vivendo em paises ndo endémicos.
Fonte: Rassi Jr. et al., 2010.

Outro fator que contribui para o elevado nimero de individuos infectados se deve a
possibilidade de diferentes tipos de transmissdo do T. cruzi, podendo ser ocasionada através de
transfusdes sanguineas, ingestdo de alimentos contaminados com o parasito, ou por via congénita.
Também ocorrem mecanismos menos frequentes como acidentes de laboratério, manejo de

animais infectados, transplante de 6rgédos e pelo leite materno, havendo ainda a possibilidade de
2



transmissdo sexual, uma via teoricamente possivel, porem extremamente rara (Rey, 2008;
Carvalho et. al, 2009; Gongalves et. al, 2012; FIOCRUZ, 2013; Martin et. al, 2015; WHO 201643,
FIOCRUZ, 2016a).

Um dos grandes problemas associados a doenca de chagas se deve ao fato de promover
severas consequéncias para saude humana, deixando sérias sequelas em individuos que a
contrairam, uma vez que, grande parte dos danos causados pelo parasito € irreversivel (Barrias et.
al, 2013).

Exemplos classicos para estas situacGes sdo as incidéncias de cardiopatia chagasica e a
dilatacdo de orgdos cavitarios (Figura 1.3), que proporcionam ao individuo um enorme
desconforto e a Unica solugdo se d& atraves de intervencdo cirdrgica por meio de transplantes de
orgdos (Coura e Vifas, 2010; Rey, 2008).

Figura 1.3 — Manifestagdes clinicas observadas em casos cronicos de Doenga de Chagas. A- Dilatacdo de coragéo,
B- Dilatacdo de Es6fago e C- Dilatacdo do Célon. Fonte: Coura e Vifias, 2010.

Todo esse conjunto de fatores fez com que a Doenga de Chagas se tornasse um importante
problema social, apresentando grande relevancia na saude publica do Brasil, podendo se tornar
uma grande ameaca a satde global se ndo receber sua devida atencdo (Coura e Vifias, 2010).

De acordo com a resolu¢do WHA63.20 da World Health Organization algumas metas sao
propostas a serem atingidas para o controle da doenca até o ano de 2020 (WHO, 2010),
baseando-se na reducdo de triatomineos em regides intradomiciliar e peridomiciliar e realizando
procedimentos que promovam maior controle e contribuam para a diminuicdo do risco das

demais formas de infecgéo pelo parasito.



1.2. Histérico

No ano de 1907, Oswaldo Cruz designou o médico sanitarista Carlos Justiniano Ribeiro
Chagas para combater uma epidemia de maléria no municipio de Lassance, Minas Gerais, onde
desenvolveu estudos direcionados para as areas de entomologia e protozoologia (Lewinsohn,
1981; FIOCRUZ, 2016b).

Durante este periodo, um inseto chamou a atencdo de Carlos Chagas. Este se tratava de
um triatomineo, frequentemente encontrado na regido, que apresentava habitos noturnos e se
alimentava de sangue, conhecido pela populacdo local como barbeiro, devido ao fato de
geralmente picar a face, area mais propensa a ficar descoberta (Lewinsohn, 1981).

Ap06s examinar os insetos, Carlos Chagas encontrou um novo protozoéario flagelado, o
qual atualmente recebe 0 nome de Trypanosoma cruzi em homenagem a seu orientador e amigo
Oswaldo Cruz (Steverding, 2014; FIOCRUZ, 2016b).

Como forma de elucidar as informagdes quanto a este novo parasito, Chagas enviou
alguns dos insetos encontrados para Manguinhos, onde Oswaldo Cruz os fez se alimentar de
saguis livres de qualquer infecgdo (Coutinho e Dias, 1999; Steverding, 2014). Passado cerca de
um més apds o envio dos insetos, Oswaldo Cruz comunicou a Chagas que havia encontrado
formas do parasito no sangue de um dos animais que havia adoecido (Neto, 2008).

Posteriormente a essas descobertas, Chagas deu inicio a estudos referentes ao ciclo
evolutivo do parasito e sua capacidade em infectar animais utilizados para testes experimentais
(Lewinsohn, 1981). Além disso, o inseto encontrado passou a ser estudado minuciosamente, bem
como a busca de outros hospedeiros que pudessem se infectar com as formas de T. cruzi.

Somente no ano de 1909, apds verificar a presenca de formas parasitarias no sangue de
uma menina de 2 anos, em plena fase aguda, foi relatada a primeira observacao da infecgdo em
humanos (Lana, et. al, 1995; FIOCRUZ, 2016b).

Este foi considerado um feito Unico na historia da medicina, o que levou Carlos Chagas a
se tornar membro extraordinario da Academia de Medicina, por tratar-se de uma descoberta
complexa e brilhante, envolvendo ndo apenas a descricdo de um agente etioldgico, mas também
de seus vetores, reservatorios e ciclo evolutivo da doenca causada em decorréncia da infeccéo
pelo parasito, além da diferenciacdo dos estagios agudo e cronico da mesma (Lewinsohn, 1981;
Coutinho e Dias, 1999; FIOCRUZ, 2016b).



Figura 1.4 — Fotografia de Carlos Chagas. Acervo da Casa Oswaldo Cruz, Fiocruz. Fonte: IBICT, 2016.

Anos apo6s a descrigdo da nova doenga realizada por Carlos Chagas, a importancia de sua
descoberta foi questionada uma vez que ainda ndo haviam evidéncias concretas quanto ao grau de
extensdo territorial acometida pela infeccéo por Trypanosoma cruzi (Coutinho et al., 1999)

Entretanto, na década de 30, esta divergéncia cientifica foi esclarecida apds a deteccéo de
centenas de casos agudos descritos ndo apenas em todo o territério nacional, mas também em
diversos outros paises do continente americano (Kropf, 2009).

No ano de 1935, foi criado em Manguinhos, Rio de Janeiro, por Evandro Chagas o
Servico de Estudos de Grandes Endemias, estimulando o desenvolvimento de investigacfes sobre
a doenca (Kropf, 2009). Atualmente, os estudos relacionados a compreensdo dos mecanismos
envolvidos na progressdo da doenca e nas interacGes parasito-hospedeiro continuam sendo

realizados em diversas instituicoes de pesquisa cientifica pelo mundo todo.

1.3.  Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi, agente etiologico da Doenca de Chagas, € um protozodrio
flagelado pertencente a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. Diversas cepas de
T.cruzi se comportam de maneiras distintas, alem de apresentarem expressdo diferenciada de

proteinas de membrana (Maeda et al., 2012; Freire-de-Lima et al., 2012). Isso influencia a



patogenicidade do parasito (Méalaga e Yoshida, 2001), e o estabelecimento de interacfes
peculiares com os hospedeiros (Tonelli et. al, 2013; Souza, 2014).

O processo de adesdo e reconhecimento € bastante complexo envolvendo uma série de
moléculas presentes na superficie do parasito e na célula do hospedeiro (Colli e Alves, 1999;
Souza, et al., 2010).

O parasito possui em sua superficie celular um espesso glicocélix, constituido por
proteinas altamente glicosiladas conforme mostrado na Figura 1.5 (Souza et. al, 2010; Cummings
e Turco, 2009). Esses proteoglicanos possuem um papel fundamental para o parasito, atuando na
adesdo, infectividade, e até na evasao pelo parasito do sistema imune do hospedeiro (Freire-de-
Lima et. al, 2012; Vermelho e Meirelles, 1994).

Todos os tripanossomatideos apresentam em sua superficie celular um grande nimero de
proteinas ancoradas por uma unidade de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (llgoutz e McConville,
2001). Além disso, um dos grupos de moléculas encontrados na superficie do parasito sdo as
trans-sialidases, proteinas responsaveis por remover acido sialico da célula do hospedeiro e
transferir para o parasito podendo auxiliar no escape pelo parasito do sistema imune do
hospedeiro (Souza, et. al 2010).

Algumas moléculas de superficie parecem ser fundamentais para a internalizacdo do
parasito. Diversos trabalhos tém sugerido a participacdo das glicoproteinas GP82 e GP90 na
invasdo da célula hospedeira, sendo o0s genes dessas proteinas mais expressos na forma
tripomastigota metaciclica do parasito (Cordero et. al, 2007).

As glicoproteinas GP35/50 ndo sdo tdo relacionadas a invasdo do parasito como as
moléculas descritas acima, porem também encontram-se em abundéancia na superficie do T.cruzi,
estando mais relacionadas com a protegdo do mesmo frente a agentes externos (Souza, et. al
2010).
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Figura 1.5 — Modelo esquematico de diferentes moléculas de superficie do Trypanosoma cruzi envolvidas na
interacdo parasito-hospedeiro. Fonte: Souza, et. al 2010.
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Devido ao fato do parasito apresentar uma ampla variabilidade genética, foi estabelecida
uma divisdo de acordo com as semelhancas genéticas das diferentes cepas, com intuito de
promover um consenso nos estudos envolvendo o parasito além de facilitar a compreensédo de
questBes de biologia bésica, caracteristicas epidemioldgicas e seu potencial patogénico (Zingales,
2011).

A nomenclatura dos grupos de T. cruzi foi padronizada em 2009, onde se recomenda que
as cepas sejam dividas em seis unidades de tipagem distintas - Discrete Typing Unit (DTUs),
seguida pelo niamero romano correspondente, de | a VI (Zingales et. al, 2009; Perez et. al, 2014).
Embora ainda pouco estabelecida, tem sido sugerida a existéncia de uma sétima DTU, a qual
corresponde ao gendtipo TcBat (Ramirez, et al., 2014).

Todas as DTUs foram descritas com potencial de promover a Doenca de Chagas,
apresentando variacbes quanto a sua distribuicdo geografica e ao desenvolvimento de
manifestacdes cronicas da doencga (Zingales, 2011). De acordo com Zingales (2011), cepas
inclusas nas DTUs Il e IV parecem apresentar uma maior capacidade de induzir a evolugédo de
manifestacdes cardiacas e digestivas, sendo estas consideradas as mais patogénicas. Enquanto a

DTU I parece ndo favorecer a evolucdo da doenga em sua forma digestiva.



Além da ampla diversidade genética encontrada entre cepas, que contribui para as
alteracOes na expressao de diferentes moléculas de superficie, o parasito apresenta variagdes em
alguns glicoconjugados de membrana de acordo com seu estagio evolutivo (Souza, et. al 2010).
Um exemplo descrito por Buscaglia e colaboradores (2006) mostra variacdes em mucinas (Figura
1.6), glicoproteina mais abundante na superficie do parasito, de acordo com o hospedeiro em que

o T. cruzi se encontra (Buscaglia et. al, 2006).
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Figura 1.6 — Diagrama esquematico apresentando variacBes nas mucinas de superficie do Trypanosoma cruzi de
acordo com seu ciclo bioldgico. Fonte Buscaglia et. al, 2006

O Trypanosoma cruzi possui um ciclo de vida que ocorre de modo heteroxénico, havendo
a necessidade de um hospedeiro invertebrado e um hospedeiro vertebrado para que seu ciclo
bioldgico seja completo (Figura 1.7) (Souza, 2014).

Formas distintas sdo encontradas em cada um dos hospedeiros, sendo que em hospedeiros
invertebrados a infeccdo se inicia apds a ingestdo de sangue contaminado com formas
tripomastigotas sanguineas presentes no hospedeiro vertebrado contaminado com o parasito

(Buscaglia et. al, 2006, Garcia, et. al 2006).



Ao alcancarem o intestino médio anterior do inseto, os tripomastigotas sanguineos se
diferenciam em epimastigotas e migram para as regides posteriores do intestino médio, onde se
multiplicam por divisdo binaria e se aderem as membranas perimicrovilares através do flagelo
(Garcia, et. al 2006).

No intestino posterior os parasitos se diferenciam em formas tripomastigotas metaciclicas,
seguida de sua adesdo a cuticula presente neste compartimento. Esta Gltima é a principal forma
eliminada junto as fezes e urina do vetor ap6s um novo repasto sanguineo, a qual corresponde a
forma infectante para o hospedeiro vertebrado (Garcia, et. al 2006; FIOCRUZ, 2016b).

Ao alcancar a corrente sanguinea o parasito pode invadir diferentes tipos celulares (Kelly,
2000), e no interior destas células se diferenciam em amastigotas, se multiplicam por fissGes
binérias sucessivas e, posteriormente, se diferenciam em tripomastigotas sanguineos, rompendo a
célula hospedeira e sendo liberados no espaco extracelular, podendo infectar novas células ou ser

ingeridas por triatomineos e assim dar continuidade ao ciclo (Buscaglia et. al, 2006; CDC, 2016).

Triatomineo se alimenta de sangue
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Figura 1.7 — Ciclo bioldgico completo do parasito Trypanosoma cruzi, ocorrendo parte no hospedeiro invertebrado e
parte no hospedeiro vertebrado. Fonte: CDC, 2016



1.4, Rhodnius prolixus

Os transmissores do Trypanosoma cruzi sao artropodes da classe Insecta, pertencentes a
ordem Hemiptera, familia Reduviidae e subfamilia Triatominae (Schofield e Galvédo, 20009;
FIOCRUZ, 2016a).

Vérias espécies de triatomineos atuam como vetores da doenca de Chagas em diferentes
paises da América. As espécies Triatoma infestans, Triatoma dimidiata, Triatoma sordida,
Triatoma brasiliensis, Triatoma pseudomaculata, Panstrongylus megistus e Rhodnius prolixus
sdo consideradas as mais importantes, devido a suas caracteristicas comportamentais (Jurberg et.
al, 2015; Argolo et. al, 2008). Até o ano de 2015 foram descritas 148 espécies de triatomineos,
dentre as quais 65 sdo encontradas no territorio nacional (Galvéo e Gurgel-Gongalves, 2015).

Embora a Doenga de Chagas possa ser transmitida por mais de uma centena de espécies
de triatomineos, a espécie Rhodnius prolixus (Figura 1.8) merece destaque por tratar-se do inseto
modelo para estudos fisiologicos, de desenvolvimento e interacdo parasito-vetor (Azambuja e
Garcia, 1997; Garcia e Azambuja, 1997; Ribeiro et. al, 2004).

Figura 1.8 — Rhodnius prolixus, um dos importantes vetores da Doenca de Chagas. Fonte: INCTEM-UFRJ, 2016;
WHO 2014.

R. prolixus pode ser considerado o principal vetor da doenga de Chagas na Colémbia e
Venezuela, e um importante vetor em algumas partes da América Central (Diotaiuti, 2008;
FIOCRUZ, 2016a), apresentando um grande potencial de domiciliacéo, colonizando o interior de
habitaces.

A presenca deste triatomineo no Brasil ainda é um tema bastante controverso, uma vez
que ha registros de sua identificacdo no pais, entretanto, alguns trabalhos sugerem que estes
registros podem ser atribuidos a erros na identificacdo do triatomineo devido a sua grande
similaridade com outras espécies (Figura 1.9) (Gurgel-Gongalves, et. al, 2008; Jurberg et. al,
2015; Galvao e Gurgel-Gongalves, 2015).
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Figura 1.9 — Semelhanca entre as espécies do género Rhodnius sp. A - Rhodnius prolixus e B - Rhodnius robustus.
Fonte: Jurberg et. al, 2015.

Rhodnius prolixus sofre metamorfose incompleta (hemimetabolo) apresentando tempo de
vida média de dois anos, apresentando grande capacidade vetorial, uma vez que tanto o macho
quanto a fémea sdo insetos hemat6fagos, capazes de suportar longos periodos em jejum (Buxton,
1930; FIOCRUZ, 2016a).

Durante seu ciclo de vida a fémea adulta é capaz de colocar mais de uma centena de ovos,
cada ovo originando uma ninfa que passara por cinco estagios ninfais até atingir a fase adulta, na

qual o inseto possui asas e apresenta dimorfismo sexual (Figura 1.10) (Argolo, et. al, 2008).

443
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Figura 1.10 — Diferentes estagios de desenvolvimento de Rhodnius prolixus. As etapas de amadurecimento seguem
na sequéncia (ovo, 1° instar, 2° instar, 3° instar, 4° instar, 5° instar e adulto macho). Fonte: Gerson Profeta.
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Todos os estagios ninfais possuem os mesmos habitos alimentares, alimentando-se de
sangue (Figura 1.11) (Grimaldi e Engel, 2005; Balczun et. al, 2012, Diaz-Albiter et. al, 2016), o
que faz com que as formas imaturas do inseto possuam o mesmo potencial para transmissédo da
Doenca de Chagas (Garcia e Azambuja, 1991).

A muda de um estagio para o outro depende da ocorréncia de um repasto sanguineo. Na
muda, a ninfa realiza a troca do exoesqueleto, possibilitando que o inseto aumente de tamanho
(Argolo, et. al, 2008). Um triatomineo é capaz de ingerir uma quantidade de sangue equivalente a

até cerca de nove vezes o seu proprio peso em uma Unica alimentacédo (Friend et al., 1965).

> |

Figura 1.11 — Alimentacdo de Rhodnius prolixus através de aparato artificial. Fonte: Garcia et. al, 2006.

Outro fato de destaque sobre este triatomineo é a descri¢cdo do transcriptoma intestinal e
seu genoma sequenciado (Wilson, 2011; Mesquita et. al, 2015; Ribeiro et. al, 2014), o que
contribui imensamente para uma melhor compreensdo das interagdes que ocorrem dentro do
aparelho digestivo do inseto durante a infeccdo, podendo resultar no desenvolvimento de novas
estratégias para o controle da transmissdo da Doenca de Chagas baseadas na biologia do vetor
(Huebner, 2006; Rhodnius Research Community, 2006; Taracena et. al, 2015).

1.5. Sistema Digestorio de Insetos

Dentre as mais de 750 mil espécies de insetos ja descritas (Vallet-Gely et. al, 2008)
encontramos uma vasta gama de habitos alimentares, sendo que para cada um destes ha um
sistema digestorio apropriado (Figura 1.12), onde podemos observar a digestdo ocorrendo em
diferentes pHs, em sitios anatbmicos distintos, bem como o envolvimento de diferentes enzimas
(Billingsley e Downe, 1983; Engel e Moran, 2013).
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Figura 1.12 — Representacdo esquematica da diversidade de aparelhos digestorios encontrados em insetos. Adaptado
de Engel e Moran, 2013.

O sistema digestdrio é uma das principais interfaces entre o inseto e o meio ambiente, o
que contribui para que ele seja alvo de estratégias de controle. Além disso, a diversidade do
grupo faz com que estes sejam considerados excelentes modelos de estudos do sistema digestdrio
(Terra, 1988; Terra e Ferreira, 1994; Terra e Ferreira, 2005).

O estudo deste compartimento é uma ferramenta promissora ndo somente no que se refere
ao entendimento do metabolismo digestivo e suas implicacfes, mas também para melhor
compreensdo de como ocorrem as interacdes desse 6rgao com diversos parasitos (Oliveira, et. al,
1999). Neste contexto, a digestdo em insetos hemat6fagos tem sido estudada devido a sua grande

importancia na transmisséo de doencas.

13



Durante o curso evolutivo dos artropodes, a hematofagia surgiu diversas vezes, assim
como Vérias adapta¢cdes comportamentais, anatdmicas e fisioldgicas associadas, as quais foram
necessarias para melhor desempenho desse habito alimentar (Black e Kondratieff, 2004). Essas
adaptacdes podem ser caracterizadas como um processo complexo, que envolve a inibicdo da
coagulacdo sanguinea, neutralizacdo dos componentes do sistema imunoldgico presentes no
sangue ingerido, e a digestdo dos componentes presentes no sangue (Ribeiro, 1996; Kollien e
Schaub, 2000; Valenzuela, 2004).

Os insetos hematdfagos com a nova dieta passaram a transmitir parasitos de diversas
espécies presentes no sangue de animais vertebrados, possuindo assim uma forte capacidade de
evadir o sistema imunoldgico e infectar insetos. Dessa forma, da-se continuidade ao seu ciclo
bioldgico, e os parasitos podem ser transmitidos a um novo hospedeiro vertebrado a cada nova
alimentacdo do inseto hematdfago (Mejia et. al, 2006).

De um modo geral, os insetos hematofagos ingerem altas quantidades de sangue em uma
Unica refeicdo (Dansa-Petretski et. al, 1995). Este fato acaba tornando-se um problema para o
inseto, uma vez que o0 aumento de peso corporal afeta consideravelmente sua locomocéo. De
modo a solucionar esse problema, os vetores possuem processo digestivo e diurético altamente
eficaz (Ribeiro, 1996).

Outro ponto a ser abordado quando nos referimos a insetos hematéfagos € sua estreita
associagdo com a microbiota intestinal (Silva et. al, 2012). Embora o sangue seja um alimento
rico em proteinas e aminoacidos essenciais, este ainda apresenta caréncia de alguns nutrientes.
Assim, como mecanismo de suprir essas caréncias, triatomineos apresentam em seu intestino
bactérias do grupo dos Actinomicetos, por exemplo, Rhodococcus rhodnii, a qual é capaz de
sintetizar os nutrientes necessarios para complementacdo da dieta do inseto (Yassin, 2005).

1.5.1. Compartimentos Intestinais

O tubo digestivo de insetos, de um modo geral, pode ser dividido em trés partes, sendo
estas, Intestino Anterior, Intestino Médio e Intestino Posterior, onde cada uma destas é
responsavel por realizar funcdes especificas e participar de etapas distintas da digestdo (Garcia et.
al, 2010; Terra et. al, 1988; Kollien e Schaub, 2000).

Dentre as trés porgdes, no que se refere a digestdo, merece destaque o Intestino Médio, o
qual é responsavel pela maior parte da absor¢do de nutrientes, além de ser a principal regido

capaz de secretar enzimas digestivas para o lumen. Entretanto, o Intestino Anterior desempenha
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funcdo crucial no que diz respeito a conducdo e armazenamento de alimentos. Além disso, pode-
se atribuir ao Intestino Posterior a funcdo de absorver 4gua e compactar as fezes para que estas
possam entdo ser eliminadas (Silva et. al, 2012).

Os epitélios dos Intestinos Anterior e Posterior sdo de origem embrionaria ectodérmica,
ambos sendo recobertos por cuticula, composta por varias camadas de cera e quitina, 0 que
confere a estes compartimentos caracteristicas muito proximas a impermeabilidade (Eisemann e
Binnington, 1994).

No Intestino Médio da maioria dos insetos uma camada altamente organizada, rica em
glicosaminoglicanos e quitina recobre toda sua extensdo, a esta estrutura foi empregado o nome
de membrana peritrofica, a qual protege fisicamente o intestino médio além de dividi-lo em duas
porcOes, denominadas de espaco ectoperitrofico (espaco luminal entre a membrana peritréfica e
epitélio) e endoperitréfico (onde se encontra o bolo alimentar) (Figura 1.13) (Lehane, 1997; Terra
e Ferreira, 2012).
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Figura 1.13 — Representacdo esquematica generalizada dos compartimentos intestinais de insetos, destacando
glicoconjugados acoplados a membrana microvilar. Adaptada de Terra e Ferreira, 2012.

Tal divisdo é um dos principais fatores pelos quais a digestdo em insetos € tdo eficiente. A
divisdo entre espaco endo e ectoperitrofico permite a compartimentalizacdo das etapas da
digestdo (digestdo inicial, intermediria e final). 1sso aumenta a concentracdo local de enzimas e
seus respectivos substratos e diminui a ligacdo inespecifica de enzimas a moléculas do alimento e
ao epitélio intestinal, assim como a retroinibi¢do por produtos da digestéo.

Além disso, através da membrana peritrofica (MP) ocorre o estabelecimento do fluxo de

liquidos entre os espacos ectoperitrofico e endoperitrofico, consistindo em um sistema de
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“reciclagem” destas enzimas, o que reduz drasticamente a excre¢do de enzimas digestivas. Esse
processo recebe o nome de circulagdo endo-ectoperitréfica, sendo um mecanismo de grande
importancia fisiolégica, uma vez que a producdo destas enzimas despende uma grande
quantidade de energia (Terra, 1990).

Muitas sdo as funcdes que podem ser atribuidas a membrana peritrofica, podendo atuar
como uma barreira fisica de protecdo contra patégenos, bem como uma barreira quimica,
participando ativamente do processo de detoxificacdo do heme em insetos hematdfagos
(Eisemann e Binnington, 1994; Devenport e Jacobs-Lorena, 2004; Lehane, 1997; Pascoa, et. al,
2002; Oliveira et. al, 1999; Mejia et. al, 2006).

1.5.2. Digestdo em Hemipteros

Algumas caracteristicas fisiologicas encontradas em hemipteros, parecem estar associadas
a alteracBes adaptativas em decorréncia de seus habitos alimentares, dentre as quais destacam-se
a reducdo do intestino anterior e da circulacdo endo-ectoperitréfica de enzimas digestivas (Terra,
1990).

Uma das principais consideracOes a se fazer quando tratamos desta ordem é o fato destes
insetos ndo possuirem membrana peritréfica, que participa da compartimentalizacdo do processo
digestivo (Goodchild, 1966; Silva et. al, 2004;.Terra e Ferreira, 2005).

A auséncia de membrana peritréfica nos Hemipteras tem sido atribuida a uma adaptacéo
de seus ancestrais, que passaram a se alimentar de seiva de plantas. Esta mudanca nos habitos
alimentares fez com que a digestdo inicial de polimeros se tornasse desnecessaria, uma vez que
0S mesmos estdo, na grande maioria das vezes, ausentes ou encontram-se em baixas quantidades
na seiva (Terra, 1988; Silva et. al, 2004).

Tal adaptacdo favoreceu o surgimento de um sistema de membranas bastante peculiar.
Nela, é possivel observar a presenca de uma membrana plasmatica revestindo as
microvilosidades de células intestinais denominada membrana microvilar. Esta, por sua vez, €
revestida por uma segunda unidade membranar denominada membrana perimicrovilar (MPMV),
a qual desempenha algumas func¢des similares & da membrana peritrofica presente nas demais
ordens de insetos (Burgos e Gutierrez, 1976; Gutierrez e Burgos, 1978; Terra, 1988).

Esta membrana é uma estrutura transiente, podendo ser encontrada em todos os estagios

de amadurecimento do inseto, independente de seu estado nutricional. Entretanto, sua extensao
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parece ser dependente da alimentacéo, encontrando-se aumentada em insetos alimentados (Lane e
Harrinson, 1979; Damasceno de S4 et. al, 2007; Silva et. al, 2012).

As membranas perimicrovilar e microvilar delimitam um espago fechado chamado de
espaco perimicrovilar, que corresponde a uma separacdo existente entre as membranas,
permitindo desta forma, que o processo digestivo ocorra de maneira compartimentalizada (Terra
e Ferreira, 1994; Terra, 1988; Terra, 1990; Lane e Harrinson, 1979; Silva et. al, 1995; Ferreira et.
al, 1988).

Uma vez que em insetos que apresentam digestdo luminal as membranas perimicrovilares
desempenham a funcdo de compartimentalizar o processo digestivo, a esta estrutura tem sido
atribuidas algumas funcdes, tais como prevenir ligacGes inespecificas de hidrolases a materiais
ndo digeridos, aumentar a eficiéncia na digestdo, produzir monémeros alimentares préximos a
superficie das membranas microvilares, de modo a favorecer sua absorcdo (Terra e Ferreira,
1994; Terra, 1990; Silva et. al, 2004; Silva et. al, 1995; Damasceno de Sa et. al, 2007).

E importante destacar a participacido da MPMV na detoxificacdo do heme associada a
sintese de hemozoina observada em hemipteros hematdfagos (Oliveira et. al, 2007). O
grupamento heme € essencial para a vida de muitos organismos (Ponka, 1999), porém, quando
encontrado em seu estado livre atua como agente pro oxidante, auxiliando na formacao de
radicais livres que s@o extremamente danosos para 0 inseto, apresentando alta capacidade
oxidativa, podendo se ligar facilmente a membranas bioldgicas, e desta forma, promover
perturbacBes que poderiam comprometer seriamente o funcionamento celular (Oliveira et. al,
2000; Oliveira et. al, 1999; Ryter e Tyrrell, 2000; Pascoa, et. al, 2002).

A membrana perimicrovilar é a primeira estrutura a entrar em contato com o grupo heme
liberado logo apds a digestdo da hemoglobina, o que leva a uma liberacdo elevada de heme no
Ilumen intestinal (Dansa-Petretski et. al, 1995).

Além disso, as membranas perimicrovilares estdo diretamente relacionadas a processos de
interacdo parasito-vetor. Estudos realizados com Rhodnius prolixus mostraram que alteracGes
nessas estruturas prejudicam o desenvolvimento do Trypanosoma cruzi (Gonzalez et. al, 2006).
Também tem sido descritas outras possiveis associagdes similares, onde a membrana
perimicrovilar de insetos vetores pode interagir de maneira direta com outras espécies de

parasitos (Romeiro et. al, 2003).
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1.5.3. Fases da digestéo

A digestdo em insetos ocorre em trés etapas que se seguem, digestdo inicial, digestdo
intermediaria, e digestdo final, como uma linha de producdo, sendo que em cada uma destas
podemos encontrar diferentes enzimas, as quais sao imprescindiveis para a geracao de produtos
que atuardo como substratos para as enzimas que participam nas fases seguintes do processo
digestivo (Figura 1.14) (Terra e Ferreira, 1994; Terra e Ferreira, 2005).

As enzimas envolvidas nas etapas iniciais da digestdo sdo geralmente encontradas no
espaco endoperitrofico e apresentam baixo peso molecular. Tal caracteristica confere a essas
enzimas a capacidade de atravessar os poros da membrana peritréfica e, dessa forma, dar inicio
ao processo de digestdo. Tais enzimas sdo responsaveis pelo reconhecimento e clivagem de
moléculas compostas por uma longa cadeia polimérica, tais como amido, celulose e proteinas
presentes no alimento ingerido (Silva, 2012).

Ap6s a hidrolise efetuada por enzimas da digestdo inicial os produtos gerados pela
degradacédo de polimeros (oligdmeros) sdao reconhecidos e clivados novamente pelas enzimas de
digestdo intermediaria. A acdo dessas enzimas libera como produtos de reacdo mondmeros ou
dimeros (dissacarideos e dipeptideos), sendo estes substratos para as enzimas participantes das
etapas finais da digestdo, gerando entdo apenas mondmeros passiveis de absorcao pelo epitélio
(Terra e Ferreira, 2004).

E importante ressaltar que muitas vezes as enzimas responsaveis por desempenhar papéis
nas fases intermediéria e final limitam-se ao espaco ectoperitréfico, sendo proteinas associadas a
membrana plasmatica dos enterdcitos ou ao glicocalix. Essas enzimas ainda podem ser restritas
as células intestinais, o0 que pode ser atribuido ao fato de possuirem maior massa molecular e
serem maiores do que os poros da membrana peritréfica (Terra e Ferreira, 1994; Terra e Ferreira,
2005).

A inibicdo de enzimas de digestdo inicial resulta na auséncia de substratos para as demais
enzimas e consequentemente a auséncia de nutrientes essenciais para 0 inseto, como agucares e
aminoacidos. Além disso, muitas enzimas estdo envolvidas na degradacdo da parede celular
presente nos alimentos, tendo um papel fundamental para o aproveitamento dos componentes
intracelulares, essenciais na alimentacdo do inseto (Terra e Ferreira, 1994). Juntos, estes fatores
reforcam a importancia de um melhor entendimento do sistema digestivo de insetos, bem como
seu potencial para obtengdo de novas técnicas para contengdo dos mesmos onde se faga

necessario.
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Figura 1.14 — Representacdo esquematica das etapas da digestdo. As enzimas que participam das etapas iniciais
estdo representadas em roxo, etapas intermediarias em azul e etapas finais em verde. A membrana peritrofica esta
representada pela linha branca pontilhada, realizando a compartimentalizacdo do processo digestivo. Fonte: Gerson
Profeta.

1.6. Glicosideo Hidrolases

Dentre as diversas enzimas encontradas no aparelho digestivo de insetos, destacam-se as
Glicosideo Hidrolases (GHs), também conhecidas como glicosidases. Essas enzimas s&o
responsaveis pela hidrolise de ligacdes glicosidicas em carboidratos e entre carboidratos e outras

moléculas, como lipideos e proteinas (Ribeiro e Pereira, 1984).
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Glicosidases participam em diferentes vias metabdlicas, atuando em processos
bioquimicos fundamentais do metabolismo, além de estarem envolvidas no processamento de
glicoproteinas, oligossacarideos, catabolismo de peptidoglicanos e outros glicoconjugados,
desempenhando fungdes fundamentais nos processos bioldgicos, como resposta imune e
reconhecimento intercelular (Melo e Carvalho, 2006; Senger et. al, 2012)

Uma classificacdo simplificada dessas enzimas se baseia na especificidade frente aos
substratos. Sua nomenclatura esta frequentemente relacionada ao aglcar passivel de hidrolise
pelo qual a enzima apresenta maior preferéncia, podendo ainda ser classificada de acordo com a
porcdo do substrato preferencialmente clivada. Enzimas que realizam a clivagem somente nas
extremidades da cadeia sdo denominadas de exoglicosidases, enquanto enzimas capazes de clivar
ligacGes glicosidicas internas da cadeia recebem o nome de endoglicosidases (Ribeiro e Pereira,
1984; Sharon e Lis, 1982).

Outros critérios para classificacdo destas enzimas levam em consideracao a similaridade
entre as estruturas primarias, conforme descrito no banco de dados CAZy — Carbohydrate Active
Enzymes Database (CAZY, 2015).

A classe das GHs (EC 3.2.1.-) € constituida por 135 familias, sendo agrupadas enzimas
que apresentam caracteristicas semelhantes, como propriedades cinéticas e estruturais,
mecanismo de catélise e geometria do sitio catalitico (Davies et. al, 2005; Henrissat, 1991).

A atuacdo destas enzimas muitas vezes ocorre de modo complexo, isso devido a grande
diversidade estrutural de glicoconjugados, que na maior parte das vezes apresentam Vvarias

unidades de monossacarideos conectadas entre si (Figuras 1.15 e 1.16) (Melo e Carvalho, 2006).
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Figura 1.15 — Esquema representando a digestdo de amido através da atuagdo de glicosidases. As setas indicam
ligacdes passiveis de clivagem. Fonte: Adaptado de Terra e Ferreira, 2012.

Além disso, os carboidratos presentes nas glicoproteinas desempenham um importante
papel bioldgico, podendo ainda contribuir para a estabilizacdo da conformacdo da proteina
(Sharon e Lis, 1982).
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Figura 1.16 — Arvore Glicidica de algumas glicoproteinas presentes no sangue. Adaptado de Voet, 2014.
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Os glicoconjugados, além de estarem presentes na alimentacdo do inseto sdo abundantes
na superficie do parasito Trypanosoma cruzi, dentre 0s quais destacam-se
glicosilinositolfosfolipideos (GIPLs) e mucinas, que correspondem a estruturas com alto nivel de
glicosilacdo podendo ser compostos por residuos de galactose, N-acetilglicosamina aléem de uma
vasta quantidade de outros glicanos O ligados (Cummings e Turco, 2009; Acosta-Serrano et. al,
2001).

O mecanismo da degradacdo dessas moléculas tem sido alvo de poucos estudos embora se
trate de um assunto de grande importancia. Sendo assim, faz-se necessaria uma analise mais
aprofundada, de modo a contribuir para um melhor entendimento dos mecanismos envolvidos no
processo de digestdo de triatomineos, além de uma melhor compreensdo das interacbes que

ocorrem entre carboidrases digestivas do inseto e aclcares de superficie do parasito.
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2. OBJETIVOS

21. Geral

Caracterizar aspectos cinéticos e fisiologicos de glicosidases de Rhodnius prolixus na

digestdo de acucares do sangue e na interagdo com Trypanosoma cruzi.

2.2.  Especificos

= Analisar atividades enzimaticas de glicosideo hidrolases em diferentes compartimentos

intestinais de Rhodnius prolixus;

= Estudar o efeito da infeccdo por Trypanosoma cruzi na modulagdo da atividade de
glicosidases intestinais de Rhodnius prolixus.

= Estudar a expressdo de genes de glicosideo hidrolases e o efeito do silenciamento

génico sobre a atividade enzimatica de a-Fucosidase através da técnica de RNA de interferéncia;
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Manutencao de Insetos

Foram utilizados triatomineos da espécie Rhodnius prolixus, provenientes da coldnia do
Laboratdrio de Bioguimica e Fisiologia de Insetos do Instituto Oswaldo Cruz — LABFISI/ IOC.
Os triatomineos foram mantidos a temperatura de 27-28°C e umidade entre 65-75%.

A alimentacdo dos mesmos foi realizada por meio de sangue de coelho desfibrinado
obtido do Centro de Criacdo de Animais de Laboratério da Fundacdo Oswaldo Cruz
(CECAL/FIOCRUZ), empregando alimentador artificial conforme descrito por Azambuja e
Garcia (1997).

3.2. Manutencéo de Parasitos

O cultivo das cepas Dm28c e Y de Trypanosoma cruzi foi realizado efetuando repiques
semanais em meio BHI suplementado com 20 % (v/v) de soro fetal bovino inativado (SFB),
mantendo em estufa a uma temperatura controlada a 28°C (Garcia e Azambuja, 1997). Ambas as

cepas foram gentilmente cedidas pela Dra. Daniele Castro (LABFISI/IOC).
3.3.  Infeccdo experimental com Trypanosoma cruzi

A infecgdo de R. prolixus com T. cruzi foi realizada utilizando insetos adultos machos
empregando alimentacéo artificial com sangue de coelho desfibrinado, submetido a uma etapa de
inativacdo do sistema complemento, contendo 1x10° de formas epimastigotas do parasito da cepa
Dm28c por mililitro.

Para a inativagdo do sistema complemento, primeiramente foi realizada a separacdo do
plasma da fracdo celular através de centrifugacdo a 3500 rpm a 4°C por 15 minutos. O plasma
obtido foi posteriormente submetido a aquecimento a 50°C em banho-maria durante 30 minutos.
Apos este processo, o plasma foi resfriado e entdo adicionou-se a este a fracdo celular
anteriormente separada.

Este sangue foi entdo introduzido em alimentador artificial na presenca ou auséncia do

parasito, conforme descrito acima. A infeccdo dos insetos foi acompanhada através de
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microscopia de campo claro e as atividades enzimaticas foram monitoradas ao longo da digestao
do sangue.
Como controle das infecgdes um grupo de insetos foi alimentado no mesmo dia, com 0

mesmo sangue desfibrinado e com sistema complemento inativado, sem a adi¢do do parasito.

3.4.  Obtencéao de fragdes intestinais do inseto

Para obtencdo das amostras foram realizados pools de 6 insetos. Todos os insetos foram
anestesiados com gelo e dissecados em diferentes dias ap0os a alimentacdo sanguinea (jejum, 2, 5,
7,9, 12 e 14 dias ap0s alimentagdo).

Diferentes partes do sistema digestério como, glandulas salivares (GS), intestino médio
anterior (IMA), intestino medio posterior (IMP) e intestino posterior (IP) foram retiradas e
homogeneizadas em solucdo salina 0,9% (p/v) fria com auxilio do macerador de tecidos Pellet
pestles (Sigma, cat. num. Z359971).

A separacdo da fracdo sollvel e fragdo tecidual das amostras de IMA e IMP foi realizada
através de centrifugacdo a 5000xg, utilizando centrifuga refrigerada a 4°C durante 5 minutos,
sendo obtido sobrenadante (cont.) e pellet (ep.) apos este processo (Houseman e Downe, 1981).

Essas amostras foram utilizadas para avaliagdo das atividades enzimaticas encontradas,
empregando os diferentes substratos, nos diferentes compartimentos intestinais ao longo do
processo de digestdo do inseto.

Os volumes ideais de amostras a serem utilizados em cada experimento foram
determinados através de diluicbes seriadas, os quais encontram-se disponiveis na tabela 4.1 no
item 4.1, sendo o volume total de amostra na placa de 25 uL ajustado pela adi¢do de solugéo
salina nos casos em que se fizessem necessario. Sendo que nos casos em que o volume de
amostra utilizado fosse inferior a 5 uL novas diluigdes foram realizadas com intuito de reduzir o

erro experimental.

3.5.  Preparo de Amostras para avaliacdo de GHs Sangue

Amostras do mesmo sangue empregado na alimentacdo dos insetos (sangue de coelho
desfibrinado, obtidos junto ao CECAL/FIOCRUZ) foram submetidas a ensaios para deteccdo da

atividade enzimatica de glicosideo hidrolases.
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Para tanto, utilizou-se 25 uL de sangue total, o qual foi aplicado diretamente na placa de
96 pocos, juntamente com 74 uL de tampéo acetato de sodio 0,2 M pH 4,5, 1 uL de substrato
derivado de metilumbeliferil (especifico para cada uma das glicosidases estudadas) a 0,1 mM, de
modo a obter volume final de 100 uL, e 0 monitoramento das atividades procedeu-se conforme

metodologia descrita no item 3.7.

3.6.  Preparo de Amostras para avaliacdo de GHs de T.cruzi

Nos estudos de avaliacdo da atividade de glicosidases secretadas ou presentes na fracao
celular de Trypanosoma cruzi, foram empregados parasitos das cepas Dm28c ou Y.

A atividade de enzimas secretadas foi observada no sobrenadante obtido, apo6s
centrifugagéo a 1800 rpm, 4°C durante 15 minutos, da suspenséo de parasitos cultivados em meio
BHI suplementado com SFB.

Para a avaliacdo da atividade enzimatica na fracdo celular, a lise dos protozoarios
contidos no pellet gerado ap6s o processo de centrifugacdo foi realizada através do emprego de
solucdo hipoténica fria (NaCl 10 mM), e com auxilio do macerador Pellet pestles (Sigma, cat.
num. Z359971).

A verificacdo da atividade de GHs foi realizada empregando tampédo acetato de sédio
0,2M pH 4,5 ou PBS para observacdo de atividade em pH 7,2. Em todas as condigdes
experimentais foram utilizados 25 pL de amostra, e 0s ensaios seguiram-se conforme descrito no

item 3.7.

3.7. Ensaios de Atividade Enzimatica

As amostras obtidas conforme descrito nos itens 3.4.-3.6. foram distribuidas em placas de
96 pocos com um volume final de 100 uL, utilizando 74 uL de tampdo acetato de sédio 0,2 M pH
4,5, 1 uL de substrato metilumbeliferil especifico para cada glicosidase (Figura 3.1) na
concentracéo de 0,1 mM e 25 uL de amostra.

As atividades foram monitoradas utilizando substratos fluorogénicos, onde a hidrolise foi
acompanhada através do monitoramento de intensidade de fluorescéncia, sendo Agx = 355 nm e
Aem = 460 nm, em espectrofluorimetro Molecular Devices SPECTRA max GEMINI XPS.
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Os ensaios de atividade enzimatica foram realizados de maneira continua durante 60
minutos a 30°C com leituras a cada minuto. Ao término deste periodo os valores de inclinacdo
foram obtidos e convertidos em micro unidades de atividade enzimatica (uU), onde uma unidade
(U) corresponde a quantidade de enzima responsavel por processar 1 umol de substrato por
minuto (IUBMB, 1992).

As estruturas dos substratos sintéticos fluorogénicos especificos para cada uma das
glicosidases estudadas (c-Glicosidase, -Glicosidase, o-Manosidase, N-acetil hexosaminidase,

B-Galactosidase e a-Fucosidase) encontram-se disponiveis na figura 3.1.

A B
4-Methylumbelliferyl B-D-glucopyranoside 4-Methylumbelliferyl a-D-mannopyranoside
HsC HO
= 0
0] HO!" 210
O
HO OH )
(0]
HsC
C D
4-Methylumbelliferyl N-acetyl-B-D-glucosaminide 4-Methylumbelliferyl a-D-glucopyranoside
CHj CHs;
HO S N
0O 0" "0
OH o "0
OH HN\n/CHg
(0]
E F
4-Methylumbelliferyl B-D-galactopyranoside 4-Methylumbelliferyl a-L-fucopyranoside
CH; HaC
HO X o 0
O HaC, O
HO O o 0O —Q
. HO"'QO
HO  OH

Figura 3.1 - Estrutura dos substratos utilizados para ensaios de glicosidases. A-B-Glicosidase, B-o-Manosidase, C-
N-acetil hexosaminidase, D- a-Glicosidase E- B-Galactosidase, F- a-Fucosidase
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3.8.  Quantificacéo de proteinas

A determinagdo da concentracdo de proteinas totais presentes nos diferentes
compartimentos intestinais foi obtida pela realizacdo do método proposto por Bradford (1976),
empregando como padrdo solucdo de ovoalbumina a 0,2 mg/mL (Sigma Aldrich cat. num.
A5503), para realizagdo da curva padrdo. A leitura das absorbéncias foi realizada em
espectrofotometro Molecular Devices SPECTRA max 190 em um comprimento de onda de 595

nm.

3.9.  Eletroforese em gel de poliacrilamida

Apds obtencdo e preparo da amostra conforme descrito no item 3.4, foi realizada a
quantificacdo de proteinas através do método de acordo com item 3.7. As amostras foram entéo
preparadas de modo a obter entre 10 pg a 500 pg de proteinas totais. Foram adicionadas as
amostras 5 uL tampdo de amostra proposto por Laemmli (1970), 5 vezes concentrado, e 0
volume final ajustado para 25 uL.

As amostras foram aquecidas a 95°C por 5 minutos e aplicadas em gel de poliacrilamida,
o0 qual constitui-se da mistura de bis-acrilamida e acrilamida na proporgéo 1:29.

Para melhor anélise das proteinas presentes na amostra foi utilizado gel de poliacrilamida

a 10 % contendo SDS, conforme mostrado na tabela abaixo.

Tabela 3.1 — Volumes de reagentes empregados para obtencdo de 2 mini géis a 10%. Nesta porcentagem a malha do
gel retém proteinas com peso molecular entre 14 e 205 kDa.

Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE) 10 %

Gel de Separacgéo Gel de Empilhamento

Agua Destilada 6,15 mL 6,10 mL
Bis/Acrilamida (1:29) 30% (p/v) 4,88 mL 1,33mL
Tampé&o Tris 1,5 M pH 8,6 3,75mL e
Tampdo Tris 05 M pH68 e 2,5mL
SDS 10 % (p/v) 150 pL 100 pL
APS 10 % (p/v) 75l 60 pL

TEMED 16 uL 16 L




Ap0s o preparo do gel, a cuba de eletroforese foi completada com a quantidade necessaria
de tampdao de corrida constituido de 3,03 g de Tris; 14,4 g de glicina e 1 g de SDS, adicionando
agua destilada g.s.p. 1 litro.

Foram aplicados 25 pL de amostra por poco, tendo como padrédo de peso molecular
Kaleidoscope® Biorad (cat. num.1610324). A corrida foi realizada em camara fria, inicialmente a
100 V, até que as amostras alcancassem o gel de separacdo e posteriormente elevada para 120 V
até o téermino da corrida.

Ap0Os a separacdo de proteinas os géis foram submetidos a coloragdo por nitrato de prata
conforme Dunn e colaboradores (1994), Coomassie Brilliant Blue , ou corados pelo kit de
deteccdo de glicoproteinas (GLYCOPRO - Sigma Aldrich), o qual se baseia nos métodos
propostos por Zacharius e colaboradores (1969) e Jay e colaboradores (1990).

3.10. Desenho de iniciadores oligonucleotidicos (primers)

A escolha dos iniciadores empregados na analise de expressdo génica foi realizada
baseando-se nos dados de transcriptoma de intestino do inseto anteriormente publicados pelo
nosso grupo (Ribeiro, et. al, 2014).

Para desenho dos mesmos utilizou-se os softwares gratuitos online Primer3 e Beacon
designer, de acordo com Thornton (2011). Além da utilizacdo de programas computacionais, fez-
se necessario obedecer alguns critérios para um maior sucesso no desenho dos iniciadores, como,
tamanho de 20 pares de base, temperatura de anelamento de 60°C, concentracdo de CG (citosina-
guanina) igual ou superior a 50% e valores de AG préximos de zero.

A especificidade dos primers foi acompanhada in silico através do banco de dados Vector
Base, através da ferramenta BLAST, e a confirmacdo da sequéncia desejada nos amplicons foi
obtida por meio de sequenciamento realizado na plataforma de sequenciamento do Programa de
Desenvolvimento Tecnoldgico em Insumos para a Saude da Fundacdo Oswaldo Cruz
(PDTIS/FIOCRUZ).

A sequéncia dos iniciadores utilizados, bem como suas respectivas temperaturas de

melting e percentual CG encontram-se disponiveis na tabela 3.2.
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Tabela 3.2 — Iniciadores utilizados para analise do padréo de expressdo génica de Glicosideo Hidrolases.

Descricdo ID Gene Familia Sequéncia 5'-3' Tm((°C) pb %CG
. TTTCCTCGATCACTGCTTCC F 604 20 50
Tubulina TUB
CGGAAATAACTGGGGCATAA R 584 20 45
Gliceraldeido 3- GAPDH GATGGCGCCCAGTACATAGT F 625 20 55
fosfato desidrogenase AGCTGACGGGGCTGTTATTA R 60,4 20 50
RNA ribossomal 18S 185 TCCTTCGTGCTAGGAATTGG F 604 20 50
GTACAAAGGGCAGGGACGTA R 625 20 55
B-glicosidase RPRC006985 GH1 TATTCCATCTGGTCATGGCG F 604 20 50
GATTCCCTTCTGTGTGGCTT R 60,4 20 50
B-glicosidase RPRCO09516 GH1 AGAAGAACAGGGAGGTTGGA F 604 20 50
GCAGTGGCTCGTTTATTGTG R 604 20 50
B-glicosidase RPRC009519 GH1 TTAGCCACAAACGGTGTCTC F 604 20 50
AACTGGAACAACCCTAAGCC R 604 20 50
B-glicosidase RPRC009530 GH1 AGACTTAGGAGGTTGGCTGA F 604 20 50
CTCCGTAGCCGTCACTAATG R 625 20 55
B-glicosidase RPRCO15451 GH1 AGGACGAAAACCATCTTGGG F 604 20 50
TTCAGCAAGCCTCCAAATCC R 604 20 50
Glicogen debranching RPRC006247 GH 13 CACTTCCTCCCCTCTCTGAA F 62,5 20 55
enzyme GTAACCCGTTGCGAAATGTG R 60,4 20 50
1,4 q-glucan RPRC006918 GH 13 AACTGAGGAAGCAGGTGTTG F 604 20 50
branching enzyme TTCTTCTCCAACCATCGTCG R 604 20 50
a-glicosidase RPRC010194 GH 13 TACATCGCCCGTTGGTTATC F 604 20 50
GAGACATTCAGCCGTATCCA R 604 20 50
-amilase RPRC012570 GH 13 AGCAGGAAGTACAAGATGGC F 604 20 50
GGTGGTCCTTGGTCTCTACT R 62,5 20 55
a-glicosidase RPRC012963 GH 13 TGGTGGACACTTATATGGGC F 60,4 20 50
TACTGGGAGCCATGTTTTGG R 60,4 20 50
a-glicosidase RPRC013046 GH 13 TGAGGTAATTGGACCGCATG F 604 20 50
GCCTTGTCTCACCATCCTTT R 604 20 50
B-hexosaminidase ~ RPRC001875 ~ GH20 | CCAGATTCGCTTCGCCTA —F 602 19 526
ACAAATGCTACACATCCCCA R 584 20 45
B-hexosgmlnldase sub RPRC003336 GH 20 AGCATTAGAAGCGTGGGATG F 60,4 20 50
unidade ATCGTCCAGTCCAAGTCTCA R 604 20 50
B—hexosa}mlnldase sub RPRC004672 GH 20 AGTGGCGAGATATGTGAAGG F 60,4 20 50
unidade a CCCAGTCTCCATTCGTCAAG R 625 20 55
alanina amino RPRCO06056 GH 20 TTTGCCTACAATGAGCGACT F 584 20 45
transferase ACATAAACGAAGCCAGTTCCA R 58,7 21 429
B—hexosa_mmldase sub RPRC008125 GH 20 TATGGGTGGTGATGAGGTGA F 60,4 20 50
unidade 3 TTTGCGTTGAAAGTTGCCC R 58 19 474
B-hexosaminidase =~ RPRC009566 GH 20 AAGGAGCACCACCAAAGT Fo516 18 50
TGCCAACTTCCCTCTGTATG R 604 20 50
B-hexosaminidase =~ RPRC013352 GH 20 CROSACRARERGITTIACER 7 6l 20 90
CTACCCATTCAGCGATAGTGT R 60,6 21 47,6
-fucosidase RPRC007504 GH 29 TAGCGTGCCCAGAAATATCG F 604 20 50
TAATCGTCCATGCCCAATCG R 604 20 50
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o-glicosidase CERCIEE @ CGGCTCCTGTTTTTGTATCA F 584 20 45
GGAAGGTAATCTCCACCCAC R 625 20 55
o-glicosidase RPRC003368  GH 31 GGGTTGTCCCAGCAATAGTT F 604 20 50
CCTCCGTAATGTTTGGCAGA R 604 20 50
o-glicosidase CERATIET  E S AAGGAGGAAATGTGGATGCG F 604 20 50
AGCGACACTGATGATATGCC R 604 20 50
Rhomboid Protease  RPRC014288 GH31 ~ CCOTACATAGATGGTGGCGTG F - 625 20 55
GCGGCAATGAGAGCATAAAC R 604 20 50
B-galactosidase I TS TCATTGCTCGCTGGTTTAGG F 604 20 50
GGGTCGTTCACTGGATAGC R 623 19 57,9
B-galactosidase RPRCO11537  GH 35 GTACCTCAACCATACTGGCG F 625 20 55
GAGAAGGCTCGTGAAGACTC R 625 20 55
e RO El A GCAGATTCCCCAGAAACATG F 604 20 50
TGTATAGACGGCAGAGGACT R 604 20 50
manosidase RPRC000924  GH 38 ACTACGGAGGACATCAGAGG F 625 20 55
CACCATCGCCAAAGAAATGC R 604 20 50
S e I ATGGTGTCTATTGCCCTTGG F 604 20 50
GCACATTGGAGTCGTAAAGC R 604 20 50
manosidase RPRCO04638  GH 38 GAATGGGACCAGCAGTACAG F 625 20 55
TCACGCATACGATTCCTCAC R 604 20 50
S CRANTIEE @Y 5 GAAGAGAGAAACTGCCCACC F 625 20 55
ATCATCCTCCACAACGACTG R 604 20 50
semanasidase RPRCO11133  GH 38 CAGTGAATGAGGCAGGTGTA F 604 20 50
TTGTGGGTAGGTCTGGAAGT R 604 20 50
Manosil GCGTTGAGGCAAAAGGATTC F 604 20 50

oligosacarideo RPRC008468 GH 63
glicosidase AATGGGTCAAATCTCCAGGC R 604 20 50
Trealase RPRCO12647  GH 63 CTGGAGAAAACGGATGGGTC F 625 20 55
CAGCGGACTGTAAAGCAATG R 604 20 50

3.11. Extracdo de RNA e Sintese de cDNA

A expressao dos genes foi analisada por RT-PCR e RT-gPCR em diferentes tecidos do
inseto (glandula salivar, intestino médio anterior, intestino médio posterior e intestino posterior)
em diferentes dias ap6s a alimentagdo sanguinea.

Para realizacdo destas analises, 0 RNA total foi extraido utilizando reagentes a base de
fenol (Trizol® ou RNAZzol®), seguido da digestdio com DNAse (Ambion® TURBO DNA
free™). As concentracdes e integridade do RNA obtido foram avaliadas através do uso de
Byoanalyzer® apresentando RIN proximo de 6,5 ou em Nanodrop® apresentando uma relagao
260 nm /230 nm e 260 nm /280 nm préxima de 2.

Ap0s a extracdo, verificacdo da integridade e quantificacdo do RNA foi realizada a sintese

de cDNA empregando de kit SUPERSCRIPT 11l (Invitrogen) de acordo com as instrugdes do
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fabricante. O cDNA obtido foi quantificado com auxilio do Qubit® 2.0 Fluorometer

(ThermoFisher Scientific).
3.12. Analises de expressdo génica por PCR semi quantitativo

As reagOes de RT-PCR foram realizadas empregando o kit Go Tag® Polymerase
(Promega). Para cada reacdo utilizou-se 0,1 puL de Taq polimerase, 1 pL primer foward, 1 pL
primer reverse, ambos a 10 uM, 0,6 pL MgCl, 50 mM, 1 puL de cDNA 10 ng/uL, 0,4 pL dNTPs
10 mM e agua g.s.p. 20 pL. As reacdes foram incubadas a 94°C durante 2 minutos, seguidos de
30 a 40 ciclos de 15 segundos a 94°C, 30 segundos a 60°C e 1 minuto a 72°C. Apds o término
dos ciclos a reagdo foi incubada por 5 minutos a 72°C.

O produto da reacdo foi aplicado em gel de agarose 2% (p/v), corado com brometo de
etidio (1 mg/ml) e revelado com luz ultravioleta em transluminador E-Gel Imager (life
technologies). Foram utilizados como controles positivos primers de genes constitutivos

GAPDH, 18S e Tubulina (Paim et. al, 2012) e como controle negativo a auséncia de cCDNA.
3.13. Analises de expressdo génica por PCR quantitativo

As reaces de RT-qPCR foram realizadas empregando Mix Power SYBR® Green PCR
Master mix (Applied biosystems). Para cada reacdo de qPCR foram utilizados 7,5 puL de Mix
Power SYBR® Green 2x, 0,9 pL de iniciador foward 5 uM, 0,9 pL de iniciador reverse 5 uM e 1
puL de cDNA 0,5 ng/pL, acertando o volume final para 15 L com agua livre de nucleases.

Apbs incubacdo por 10 minutos a 95°C, a amostra foi submetida a 40 ciclos de 20s a
95°C, 30s a 95°C e 30s a 60°C. Os valores de AACT obtidos foram utilizados para quantificacao
da expressdo de cada gene, sendo empregados como normalizadores 0s genes de B-tubulina,
GAPDH, e o gene Ribossomal 18S. As andlises foram realizadas atraves do software Expression

Suite (Applied biosystems).
3.14. Silenciamento génico

Para producdo de dsRNA os fragmentos dos transcritos de interesse foram amplificados

através de PCR a partir do cDNA obtido como descrito anteriormente, utilizando iniciadores
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especificos conjugados com 23 bases do promotor da T7 RNA polimerase. Os produtos de PCR
foram utilizados como molde para a sintese dsRNA utilizando T7 Ribomax™ Express RNAI
System (Promega).

A sequéncia 5-TAATACGACTCACTATAGGNu7-22 pn-3°, atua como promotora da
enzima T7 RNA polimerase, fazendo-se necessaria a utilizacdo de primers invertidos, ou seja, um
em que o promotor da T7 se localiza nas extremidades 3’ associando-se a um primer do gene alvo
na posi¢ao 5’ na auséncia de T7, enquanto outro primer faz 0 mesmo processo no sentido 5°-3°,
conforme representado na figura 3.2, para obtencdo de um maior rendimento final, gerando dois

produtos, 0s quais serdo submetidos a sintese de RNA fita dupla (dSRNA).

T7 Gene Specific

|

< <—:

Gene Specific 17

Figura 3.2 — Esquema utilizado para produgéo de template utilizado para sintese de dsRNA.

Para realizagéo do silenciamento dos genes estudados foi realizada inje¢cdo do dsRNA na
hemocele do triatomineo (Araujo et. al, 2006). A escolha da concentracdo de dsRNA foi baseada
em outros experimentos do laborat6rio, onde optamos por utilizar 1 ug por inseto. As injecdes
foram realizadas com auxilio do nanoinjetor DRUMMOND “NANOJECT II”.

O resultado do silenciamento foi observado 48 horas ap6s as injecOes, através da
diminuicdo na expressdo relativa do gene, monitorado através das técnicas de RT-PCR, através
do software Image J, e atividade enzimatica no tubo digestivo. Como controles foram utilizados

insetos inoculados com dsRNA para a proteina exdgena GFP (Green Fluorescent Protein).
3.15. Analises estatisticas

As andlises estatisticas de todos os dados obtidos foram realizadas com o programa
GraphPad Prism versdo 5.01, usando ANOVA para comparagdo entre 0S grupos experimentais e
teste t para verificagdo da diferenga em uma variavel entre dois grupos experimentais. O mesmo
programa foi utilizado para construcéo dos graficos.

Teste de normalidade omnibus D'Agostinho & Pearson foram utilizados para verificagéo

da distribuicdo Gaussiana para cada enzima. As enzimas que apresentaram uma distribuicéo
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normal foram submetidas ao teste paramétrico t de Student ndo pareado. Enquanto em amostras
que ndo foram observados distribuicdo de Gauss foi realizado o teste ndo-paramétrico de Mann-
Whitney.
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4. RESULTADOS

4.1.

Padronizacdo da Metodologia Empregada nos Ensaios Enzimaticos

Inicialmente desenvolvemos uma metodologia alternativa, empregando ensaios continuos

de determinacdo da atividade de glicosideo hidrolases, apresentando vantagens sobre os métodos

empregados atualmente. As medidas de atividade se basearam na detecc¢do da fluorescéncia da

metilumbeliferona em valores acidos de pH, onde este composto apresenta uma resposta residual,

porém detectavel (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Curva padrdo de metilumbeliferona em diferentes pHs. A: Variagdes da curva padrdo de
metilumbeliferona com pHs variando entre 2 a 11. B: Intensidade da resposta de fluorescéncia com ensaios entre
pHs 2 a 11, apresentando aumento a partir do pH 7 se tornando estavel a partir do pH 10.

Para testar a deteccdo da liberacdo da metilumbeliferona em meio acido, foram realizados

ensaios com substratos glicosidicos MU derivados e conteudo intestinal de R. prolixus, em pH

4,5.

Todos 0s ensaios enzimaticos realizados com a nova técnica mostraram-se lineares

(Figura 4.2-A-F). As estruturas dos substratos cuja hidrolise foi monitorada ao longo deste

trabalho encontram-se disponiveis no topico materiais e métodos, item 3.5, figura 3.1.
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Figura 4.2 - Deteccdo de atividade enzimatica utilizando ensaios continuos. A- a-Glicosidase, B- a-Manosidase, C-
B-Glicosidase, D- B-Galactosidase, E- N-acetil hexosaminidase, F- o-Fucosidase.
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Em um segundo momento, decidimos padronizar as condi¢Ges para medida de cada uma
das atividades enziméticas estudadas no intestino de R. prolixus.

Os volumes de amostras necessarios para detecgdo da atividade de cada uma das enzimas
foram determinados de acordo com a linearidade apresentada entre a concentracdo da amostra e a
atividade detectada, conforme mostrado na figura 4.3 (A-F). Sendo escolhido o volume que se
encontrava entre os pontos iniciais e finais da faixa linear, e nos casos onde se observou a
tendéncia de um perfil hiperbolico foi realizada diluicdo da amostra para realizacdo dos
experimentos. Os mesmos critérios foram seguidos para determinacao dos volumes empregados
nos ensaios com todos tecidos avaliados no estudo. Os volumes de amostra referente a cada

tecido estudado frente as diferentes GHs encontram-se disponiveis na tabela 4.1.
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Figura 4.3- Determinacdo dos volumes ideais de amostra de epitélio do intestino médio anterior de Rhodnius
prolixus 7 dias apés alimentacdo, para ensaios de GHs. A- a-Glicosidase, B- a-Manosidase, C- 3-Glicosidase, D- B-
Galactosidase, E- N-acetil hexosaminidase, F- a-Fucosidase.
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Tabela 4.1 — Volumes de amostras empregadas nos ensaios referentes a cada tecido estudado frente as diferentes
GHs. Utilizando estes volumes, observou-se para todas condi¢Bes ensaiadas proporcionalidade entre a concentragédo
de enzima e a velocidade da reacdo. Estes volumes foram utilizados para todos os ensaios de determinacdo de
atividade enzimatica de R. prolixus.

a-Glicosidase  g-Glicosidase N-ac«_etl_l a-Manosidase S-Galactosidase a-Fucosidase
hexosaminidase

GS 22 ul 22 uL 22 ul 22 uL 22 uL 22 uL
IMAC 1,25l 25uL 25uL 25ulL 25uL 0,5puL
IMAE 2,5l 12,5l 12,5l 25 ul 25 uL 12,5l
IMPC 25 L 12,5l 2,5l 12,5l 2,5l 2,5 uL
IMPE 2,5uL 25 L 2,5 uk 2,5puL 25l 2,5uL

1P 25 UL 25 ul Sul 25 UL 25 L Sul

* GS = Glandula Salivar; IMAC = Intestino Médio Anterior Contetido; IMAE = Intestino Médio Anterior Epitélio;
IMPC = Intestino Médio Posterior Contetdo; IMPE = Intestino Médio Posterior Epitélio; IP = Intestino Posterior.

A realizacdo de ensaios fluorescentes continuos de glicosidases torna a deteccdo destas
enzimas mais fécil e confiavel do ponto de vista experimental. Para validar essa técnica, as
mesmas amostras foram submetidas a ensaios continuos e descontinuos (interrupcdo e revelacdo
em pH 10, com adicdo do tampéao carbonato de sddio), obtendo-se os dados da tabela 4.2 e
mostrados na figura 4.4. Ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre

ensaios realizados nas duas condigdes.

Tabela 4.2 - Atividades de glicosidases através da realizagdo de ensaios continuos e descontinuos. Atividades
expressas em microunidades, representadas como média de 4 réplicas experimentais (pool de 6 insetos) + SEM. Uma
unidade corresponde a quantidade de enzima que processa 1 umol de substrato por minuto. Ensaios realizados com
fracdo tecidual do intestino médio anterior de R. prolixus 7 dias apds a alimentacdo, usando as condi¢des contidas na
tabela 4.1.

Substrato Enzima Coqtinuo Descqntinuo
(uU/inseto)  (uU/inseto)
4-MU a-D-glucopyranoside a-glicosidase 1500+200 2500+ 400
4-MU a-D-mannopyranoside o-manosidase 58+5 78+10
4-MU B-D-glucopyranoside B-glicosidase 21+7 3716
4-MU B-D-galactopyranoside B-galactosidase 7+4 8+3
4-MU N-acetyl-B-D-glucosaminide N-acetil-hexosaminidase 400+ 100 500+ 100
4-MU a-L-fucopyranoside a-fucosidase 320+50 370+40

* 4-MU = 4-Methylumbelliferyl
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Figura 4.4 - Medidas de atividade de glicosidases de uma mesma amostra utilizando a metodologia de ensaios
continuos e descontinuos.

Apos a validacdo, testamos a técnica de ensaios continuos para o screening da atividade
de glicosidases em 90 insetos de maneira individual em uma populacdo de Rhodnius prolixus do
nosso laboratorio. Os resultados obtidos estdo apresentados nas figuras 4.5 e 4.6, utilizando o
epitélio do intestino médio anterior como modelo (tecido com atividades significativas para todos
0S substratos testados).

Podemos observar uma grande variacdo nas atividades dentro da populacdo estudada
(Figura 4.5). Apesar da sincronizacdo dos insetos (insetos de colénia, machos, com 40 dias de
jejum) algumas atividades apresentam uma distribuicdo proxima da normalidade na populacao
(figuras 4.6-A a 4.6-C), enquanto outros apresentam distribui¢cbes que fogem da curva normal
(figuras 4.6-D a 4.6-F).
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4.2.  Determinacdo do perfil de atividades enzimaticas

Utilizando a técnica de ensaios enzimaticos continuos descrito no item 3.5, detectamos as
atividades de 6 enzimas (o-Glicosidase, B-Glicosidase, a-Manosidase, N-acetil hexosaminidase,
B-Galactosidase e o-Fucosidase) em diferentes compartimentos do aparelho digestivo de
Rhodnius prolixus, adultos, machos (glandula salivar - GS; intestino médio anterior - IMA;
intestino médio posterior — IMP; e intestino posterior - IP). Sendo que nas amostras de IMA e
IMP foram ainda separados o contetdo luminal (Cont.) e o epitélio intestinal (Ep.). As atividades
foram ensaiadas em insetos em jejum, e entre 2 e 14 dias ap6s uma alimentacdo sanguinea
saturante.

Os resultados sdo apresentados nas figuras 4.7 a 4.12 onde podemos ver que algumas
enzimas em determinados compartimentos possuem atividade constante ao longo do tempo,
como por exemplo B-Glicosidase na glandula salivar (figura 4.8) e outras apresentam uma clara
indugdo ao longo da digestdo do sangue, como observado para -Galactosidase no epitélio de
IMP (Figura 4.11).
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Figura 4.11 - Perfil de atividade de B-Galactosidase em diferentes tecidos digestivos do inseto (glandula salivar, intestino médio anterior, intestino médio
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com diferentes letras (a,b,c) correspondem a conjuntos de valores estatisticamente diferentes entre si (ANOVA, p <0,05).
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Com intuito de confirmar se as atividades encontradas no contetido intestinal de Rhodnius
prolixus eram de fato decorrentes de enzimas secretadas pelo inseto, foi realizada uma analise
para verificacdo da presenca das glicosidases estudadas no sangue empregado na alimentacdo do
mesmo. Apos a realizacdo de ensaios de atividade enzimatica com as seis glicosidases estudadas,
utilizando insetos 2 dias apds a alimentacdo, observamos a presenca de concentracdes mais
elevadas de grande parte destas enzimas no contetdo intestinal em relagdo a dieta (Tabela 4.3 e
Figura 4.13). Entretanto, em casos onde as concentragcdes encontradas foram menores ou
equivalentes aquelas encontradas na alimentacdo, n6s observamos uma inducdo destas enzimas
ao longo da digestdo (Figuras 4.10 e 4.11), especialmente na fracdo tecidual do intestino médio,
sugerindo que estas atividades encontradas podem ser atribuidas a secre¢do de enzimas pelo
inseto ao longo do seu processo digestivo.

Tabela 4.3 - Atividade enzimatica encontradas no sangue e no contetdo do intestino médio anterior de insetos 2 dias
apos alimentacdo. Os valores sdo referentes a ensaios realizados em pH 4,5.

Enzimas nU/IMA cont. pU/Dieta
o-Glicosidase 377 £ 89 1+1
o-Manosidase 24+01 22+13
B-Glicosidase 28+6 1+1

B-Galactosidase 71 6+3
N-acetil hexosaminidase 55+ 25 2+1
o-Fucosidase 437 + 45 70+ 19
] Sangue

5009 [ Conteldo

4504 i
4004
350

300+

pU/amostra

20- ’J_‘ ’J_‘
, — i o

a-Glicosidase ~ o-Manosidase ~ p-Glicosidase ~ B-Glicosidase N-acetil a-Fucosidase
hexosaminidase

Figura 4.13- Comparacéo da atividade de GHs entre amostras de sangue e contetdo do intestino médio anterior de
Rhodnius prolixus, ensaios realizados com insetos 2 dias apés alimentacdo, em pH 4,5, pH 6timo das glicosidases
ensaiadas.
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Ap0s a determinacéo tecidual e temporal das glicosideo hidrolases ao longo da digestéo,
decidimos comparar a atividade destas enzimas nos diferentes compartimentos estudados

produzida ao longo da digestdo sanguinea (somatdria das atividades em diferentes dias apds

alimentacédo) (Figura 4.14).
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Figura 4.14 - Atividade total de Glicosideo Hidrolases produzidas pelo inseto durante a digestdo, comparando a
atividade de cada enzima entre compartimentos. As atividades estdo representadas como média de 4 réplicas

experimentais (pool de 6 insetos) + SEM.
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Com isso podemos observar a prevaléncia de algumas enzimas na fracdo tecidual (o-
glicosidase, a-manosidase e N-acetil hexosaminidase) assim como de outras no contetdo (B-
glicosidase e B-galactosidase). a-fucosidase mostrou-se igualmente particionada nas duas fragdes
intestinais. Além disso, foi possivel observar melhor a distribuicdo dessas enzimas nos diferentes
compartimentos do intestino, enquanto p-glicosidase e N-acetil hexosaminidase estéo
concentradas nas regides anteriores do intestino, -galactosidase e a.-manosidase predominam
nas regides posteriores. a-glicosidase e a-fucosidase distribuem-se igualmente nas regides

anteriores e posteriores do intestino médio (Figura 4.14).

Com intuito de facilitar a observacdo da predominancia de uma enzima em cada um dos
tecidos estudados, os dados de atividade enzimatica total das seis glicosidases sdo também
apresentados em funcdo do compartimento estudado, conforme pode ser observado na figura
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Figura 4.15- Atividade total de glicosidases produzidas por machos de R. prolixus durante um ciclo de digestéo,
demonstrando a prevaléncia de diferentes GHs nos tecidos digestivos do inseto. As atividades estdo representadas
como média de 4 réplicas experimentais (pool de 6 insetos) £ SEM.

Dessa forma pudemos observar a prevaléncia de p-glicosidase e a-fucosidase nas
glandulas salivares, assim como a prevaléncia de a-glicosidase e a-fucosidase no intestino médio
anterior e posterior. No intestino posterior (reto) a-glicosidase, N-acetilhexosaminidase e o-

fucosidase séo produzidas em maior quantidade (Figura 4.15).

4.3.  Eletroforese em gel de poliacrilamida do conteudo intestinal de R. prolixus

Comparando-se os padrdes das bandas, podemos observar que as amostras de IMA,
apresentaram uma banda mais abundante, a qual também foi identificada nas amostras de sangue,
possivelmente correspondente a albumina sérica. Além disso, verificamos que algumas
glicoproteinas e proteinas minoritarias da dieta sdo digeridas no IMA, visto a reducdo gradual na
intensidade de bandas ao longo da digestéo (Figuras 4.16).

Atraveés desses resultados n6s observamos que em algumas moléculas a digestdo da fracéo
glicosilada e da fracdo proteica ocorre de forma simultdnea, enquanto outras glicoproteinas
parecem sofrer primeiramente a digestdo de aclcares no IMA e a digestdo proteica ocorrendo no
IMP, visto pelo padréo de bandas encontrados em torno de 70 kDa.

Nas amostras de IMP, foi detectado o surgimento de algumas bandas de tamanho e
intensidade diferentes em relacdo as amostras de sangue e IMA. Essas podem ser atribuidas a
produtos gerados ao longo do processo digestivo, deixando nitido que a maior parte da digestao
de proteinas ocorre no IMP.
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NOs observamos ainda que algumas dessas proteinas sdo digeridas nas fases iniciais da
digestdo neste compartimento, visto que algumas destas bandas aparecem apenas 2 e 5 dias apos

alimentacéo (Figura 4.16D).
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Figura 4.16 - Andlise eletroforética em gel de poliacrilamida 10%, em condi¢des desnaturantes, onde PM- Marcador

molecular (kDa). A — Amostras de sangue e dos contetdos de IMA e IMP 2 dias apés alimentacéo, utilizando 10 ug
de proteinas totais, corado com nitrato de prata; B — Amostras de sangue, IMAcont e IMPcont 2 dias apds
alimentacéo, empregando 100 pg de proteinas totais corado com coomassie blue. C- Amostras de sangue obtidas dos
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contetdos de IMA de R. prolixus em diferentes dias apds alimentacao, utilizando 10 ug/prot, corado com nitrato de
prata D - Amostras de sangue e obtidas dos contetidos de IMP de R. prolixus em diferentes dias apds alimentacéo,
utilizando 10 pg /prot, corado com nitrato de prata; E - Amostras obtidas do contetido de IMA mostrando a presenca
de glicoproteinas neste compartimento ao longo da digestdo do inseto, empregando 500 pg de proteinas totais. Sg -
Sangue usado para alimentacdo. IMAc e IMPc — Conteudos do intestino médio anterior e posterior respectivamente.
2d - 14d: amostras obtidas entre 2 e 14 dias apds a alimentacdo sanguinea. C+:Controle positivo de proteina

glicosilada.

4.4,  Atividade de GHs em R. prolixus alimentados com sangue submetido a

inativacdo do sistema complemento

Apos realizar a caracterizacdo do padrao tecidual e perfil de atividade de GHs ao longo da
digestdo do inseto, nos realizamos ensaios enzimaticos em insetos alimentados com sangue
previamente submetido ao processo de inativacdo do sistema complemento. Podemos observar
claramente alteraces na atividade de algumas das glicosidases estudadas em decorréncia desta
modificacdo na dieta do inseto (Figura 4.17).

Tais observagdes sdo de grande relevancia, uma vez que este procedimento é uma etapa
necessaria para garantir o sucesso na realizacdo de infeccdo experimental com Trypanosoma
cruzi. Além disso, é um controle imprescindivel para observacdo de alteraces promovidas pela

presenca do parasito, conforme sera demonstrado nos topicos seguintes deste trabalho.
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B-Glicosidase N-acetil hexosaminidase
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Figura 4.17 — Somatdria das atividades de Glicosideo Hidrolases produzidas pelo inseto ao longo da digestao, apds
alimentacdo com sangue submetido a inativacdo do sistema complemento. Como controle, outro grupo de insetos
mantidos nas mesmas condicGes que o grupo experimental foi alimentado com 0 mesmo sangue sem a realizacdo da
inativacdo do sistema complemento. As atividades estdo representadas como média de 4 réplicas experimentais (pool

de 6 insetos) + SEM.

4.5. InfeccBes com Trypanosoma cruzi

4.5.1. Atividade de GHs no parasito

Para saber os efeitos que a infec¢gdo com T. cruzi causa nas atividades de glicosidases do
vetor, foi necessario verificar se 0 parasito apresenta atividades enzimaticas que possam interferir
nos ensaios. Uma busca nos genomas de T. cruzi e R. prolixus, baseados nos dominios PFAM das

familias de GHSs, revelou que o T. cruzi possui poucos genes de GHs descritos (tabela 4.4), com

apenas um representante das GHs da familia 38 (a-Manosidase).
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Tabela 4.4. Frequéncia de genes de glicosidases nos genomas de Rhodnius prolixus e Trypanosoma cruzi (Dados
adquiridos em Ribeiro et al., 2014; CAZY, 2015).

E.C. Enzima Familia (GH) R. prolixus T.cruzi

4
13
31
63 - -
97 - -

122

W w 1
1

3.2.1.20 o -glicosidase

g1 w
N
1 ]

3.2.1.21 B -glicosidase

116 - -

3.2.1.23 B -galactosidase 35

42
50 = =

— N
1

31
3.2.1.24 a -manosidase 38
92 - -
3.2.1.51 a -fucosidase 29

[ ~
l =

ol
]
]

3.2.1.52 B-N-acetil hexosaminidase 18
20

84 - -

3.2.1.113 o -manosidase 47 2 -

[e)) 1
1

Uma vez que o sequenciamento do genoma do T. cruzi apresenta vérias lacunas, além das
analises in silico optamos por realizar ensaios enzimaticos a fim de analisar se o parasito
apresenta atividade destas enzimas. Para isso utilizamos duas cepas de T.cruzi, DM28c (Tcl) e
cepa Y (Tcll), e avaliamos a atividade de enzimas secretadas e na fracdo celular, nas formas
epimastigota e tripomasntigota metaciclica em pHs 7,2 e 4,5.

Ensaios realizados em pH 4,5 (pH 6timo das glicosidases intestinais de R. prolixus)
revelaram que T. cruzi das cepas DM28c e cepa Y ndo possuem atividades detectaveis de o-
glicosidase secretada (figura 4.18), tanto nas formas epimastigota como tripomastigota

metaciclica. O mesmo resultado foi observado para possiveis atividades secretadas em pH 7,2
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(figura 4.19). Contudo, ensaios realizados em pH 7,2 revelaram atividades significativas na
fracéo intracelular nas duas formas e cepas do parasito (figura 4.21).

Para o-Manosidase, foi observado, em pH 4,5, atividade na fracdo celular de formas
epimastigotas da cepa Y, e uma atividade residual na forma tripomastigota das cepas DM28c e Y
(figura 4.20B). Né&o foram detectadas atividades de a-Manosidase secretadas em ambos pHs ou
em qualquer cepa. Também ndo foram detectadas em nenhuma das formas, cepas, fracdes ou pHs
ensaiados, atividades de p-Glicosidase, N-acetil hexosaminidase, p-Galactosidase e a-

Fucosidase (dados ndo apresentados).
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Figura 4.18 - Perfil de Atividade Enzimatica de GHs secretadas de Trypanosoma cruzi em pH 4,5. A: a-glicosidase
de formas epimastigotas da cepa DM28c. B: a-glicosidase de formas epimastigotas da cepa Y. C: a-glicosidase de
formas tripomastigotas da cepa DM28c¢. D: a-glicosidase de formas tripomastigotas da cepa Y.
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Figura 4.19 - Perfil de Atividade Enzimatica de GHs secretadas de Trypanosoma cruzi em pH 7,2. A: a-glicosidase
de formas epimastigotas da cepa DM28c. B: a-glicosidase de formas epimastigotas da cepa Y. C: a-glicosidase de
formas tripomastigotas da cepa DM28c¢. D: a-glicosidase de formas tripomastigotas da cepa Y.
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Figura 4.20 - Perfil de Atividade Enzimatica de GHs na fragéo celular de Trypanosoma cruzi em pH 4,5. A: a-
manosidase de formas epimastigotas da cepa DM28c. B: a-manosidase de formas epimastigotas da cepa Y. C: a-
manosidase de formas tripomastigotas da cepa DM28c. D: a-manosidase de formas tripomastigotas da cepa Y.

Epimastigotas - cepa DM28c

200

A
150
£
5 100
<
50
0]
0 10 20 30 40 50 60
Minutos
Tripomastigota Metaciclico - cepa DM28c
50
c
45
<
(TN
)

0 10 20 30 40 50 60
Minutos

160

Epimastigotas - cepa Y

B
140
£
5 120
*
100
<
80
0 10 20 30 40 50 60
Minutos
Tripomastigota Metaciclico - cepa Y
65
D

10 20 30 40 50 60
Minutos

Figura 4.21 - Perfil de Atividade Enzimatica de GHs na fracéo celular de Trypanosoma cruzi em pH 7,2. A: a-
glicosidase de formas epimastigotas da cepa DM28c. B: a-glicosidase de formas epimastigotas da cepa Y. C: a-
glicosidase de formas tripomastigotas da cepa DM28c. D: a-glicosidase de formas tripomastigotas da cepa Y.



4.5.2. Modulacdo da atividade de GHs em insetos infectados com Trypanosoma

cruzi

Utilizando a metodologia descrita no item 3.3, os insetos foram infectados e dissecados ao
longo da digestdo do sangue para 0 acompanhamento das atividades enzimaticas. As atividades
foram ensaiadas em jejum, nas etapas iniciais (2-5 dias), intermediarias (7-9 dias) e finais (12-14
dias) da digestéo do inseto.

Os resultados sdo apresentados nas figuras 4.22 a 4.27 onde podemos observar que
diferentes enzimas sdo moduladas pela infeccdo em compartimentos distintos de acordo com 0s
estagios da digestdo do triatomineo. Mais especificamente, observamos uma modulagdo positiva
de a-glicosidase na fragédo tecidual do intestino médio anterior na fase final da digestdo (Figura
4.22), reducdo da atividade de B-glicosidase nas glandulas salivares na fase inicial (Figura 4.24),
aumento de P-galactosidase no intestino posterior na fase final da digestdo (Figura 4.25) e
reducdo de o-fucosidase na fragdo tecidual do intestino médio anterior na fase intermediaria
(Figura 4.27). N&o observamos alteragBes significativas nas atividades intestinais de o-
manosidase (Figura 4.23) e N-acetil hexosaminidase (Figura 4.26) ap0s exposicao de R. prolixus

aT. cruzi.
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4.6.  Analises de Expressdo Génica

4.6.1. PCR semi-quantitativo

No presente trabalho 33 genes tiveram seus padrdes de expressdo analisados em
diferentes compartimentos do aparelho digestivo de R. prolixus, empregando pool de amostras
obtidas nos diferentes dias da digesté&o do inseto.

Inicialmente, os niveis de expressao foram analisados usando a técnica de RT-PCR semi-
quantitativo, obtendo-se os resultados apresentados na figura 4.48. Alguns genes apresentaram-se
igualmente expressos em todos os compartimentos (GS, IMA, IMP e IP), como observado para
RPRC001346, RPRC001875, RPRC013352, RPRC003368, RPRC011517, RPRC011537 e
RPRC008468.

Outros genes apresentaram uma expressao preferencial no intestino médio, como os genes
RPRC009516, RPRC0012570, RPRC0014288, RPRC006918, RPRC012963, RPRC010194,
RPRC004672, RPRC007504, RPRC002733. Outros ainda, ndo se mostraram expressos em
nenhuma regido do intestino como pode ser visto nos ensaios realizados com RPRC009530 e
RPRC0015451, RPRC006985, RPRC006247, RPRC008125, RPRC006056, RPRC007185,
RPRC000597 e RPRC000924.

Um outro padrao observado foi o de genes bastante expressos na GS, e no intestino médio
anterior com pouca expressdo no intestino médio posterior. Nessa categoria encontram-se 0S
genes RPRC009519, RPRC003336, RPRC013370, RPRC011133, RPRC003657, RPRC004638 e
RPRC012647.
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i - o Tecido
Descrigéo Familia Identificador

GS IMA IMP 1P

RPRCO009516
RPRCO009519
B-Glicosidase GH1 RPRCO009530
RPRCO015451
RPRCO006985
RPRCO013046
RPRCO006918
RPRCO012963
a-Glicosidase GH13
RPRCO012570
RPRC006247
RPRCO010194
RPRCO003336
RPRCO009566

RPRCO004672

N-acetil

o GH20 RPRCO008125
hexosaminidase

RPRCO006056
RPRCO001875
RPRCO013352
a-Fucosidase GH29 RPRCO007504
RPRCO013370
RPRCO014288
a-Glicosidase GH31
RPRCO003368
RPRCO002733
RPRCO011517
B—Galactosidase GH35
RPRCO011537
RPRCO007185
RPRCO011133
RPRCO000597
a-Manosidase GH38
RPRCO003657
RPRC000924
RPRC004638
RPRC008468
Trealase GH63
RPRCO012647

GAPDH

Genes

Constitutivos TUEUILINA

18S

Controle -

Figura 4.48 — Avaliacdo da expressdo génica de Glicosideo Hidrolases em diferentes compartimentos do tubo
digestivo de R. prolixus machos. Resultados representativos de 2 réplicas experimentais utilizando pool de amostras
obtidas nos diferentes dias da digestdo, empregando 3 insetos em cada replicata. As analises foram realizadas através
da técnica de RT-PCR. RPRC: Identificadores dos genes correspondentes de R. prolixus na base de dados Vector
base. GH: glicosideo hidrolase. GAPDH: gliceraldeido fosfato desidrogenase. 18S: proteina ribossomal 18S. GS:
glandulas salivares. IMA: intestino médio anterior. IMP: intestino médio posterior. IP: intestino posterior.
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4.6.2. PCR quantitativo

A escolha dos genes a terem seu padrdo de expressdo estudada por PCR em tempo real
(QPCR) foi baseado na inducdo das atividades enzimaticas ao longo da digestdo nos
compartimentos intestinais do inseto, e abrangéncia do maior nimero de genes dentro de uma
mesma familia de GHs. Assim sendo, escolhemos para melhor caracterizagdo o0s genes
RPRC009516 (B-Glicosidase - familia GH1), RPRC009519 (B-Glicosidase - familia GH1),
RPRC007504 (a-Fucosidase - familia GH29), RPRC011517 (B-Galactosidase - familia GH35) e
RPRC011537 (B-Galactosidase - familia GH35).

4.6.3. Eficiéncia dos primers

Inicialmente testamos os primers e as concentracdes de cDNA variando estas entre 0,01 a
10 ng/uL. A férmula aritmética utilizada para o calculo da eficiéncia foi (10°(-1/slope)-1)*100,
apresentando uma eficiéncia de 100% quando o slope for igual a -3,32. Sendo que para utilizar o
calculo de CT comparativo, as diferencas entre as eficiéncias ndo podem ser maiores que 10 %
(Livak e Schmittgen, 2001).
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Figura 4.49 - Curva de eficiéncia da amplificacdo dos alvos utilizados para realizacdo de RT-gPCR, obtida da
relacdo entre CT e diferentes concentracfes de amostras de cDNA.

Os dados de eficiéncia obtidos (Figura 4.49) fundamentaram a escolha da concentracéo de
0,5 ng/uL de cDNA para realizacdo das reacdes de gPCR para todas as amostras testadas.
Utilizando-se essas condigdes, determinamos o padrdo de expressdo dos 5 genes

escolhidos em diferentes compartimentos do intestino de Rhodnius prolixus (machos adultos,
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pools de varios dias ap6s alimentacdo sanguinea). Os dados obtidos sugerem que genes da mesma
familia, ou classe funcional como GH1, ou GH35, tém padrbes de expressao mais parecidos entre

si do que com genes de outras classes expressos no mesmo compartimento (GS, IMA, IMP e IP)

(Figura 4.50).
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Figura 4.50 - Nivel de expressdo génica nas glandulas salivares, intestino médio anterior, intestino médio posterior e intestino posterior, derivados das analises de
RT-gPCR normalizados com GAPDH, 18S e Tubulina para diferentes genes de GHs. Analises contidas no heatmap mostram o agrupamento de genes de acordo
com os niveis de expressdo em cada tecido. Verde- mais expresso, vermelho- menos expresso. Os ndmeros na escala do heatmap (-1 a 1) referem-se a valores de

expressdo relativa normalizados pelo maximo.
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Com os mesmos procedimentos foram determinadas as expressdes relativas de 4 dos
genes escolhidos (RPRC009516, RPRC007504, RPRC011517 e RPRC011537) no intestino
médio posterior ao longo da digestdo do sangue, em insetos em jejum e em diferentes dias apds
alimentacdo (Figura 4.51). O gene RPRC009519 é majoritariamente expresso no IMA e nao foi
analisado.

De uma forma geral, o gene RPRC009516 mostra um padrdo oscilante ao longo dos dias,
com picos de expressao no 2° e 9° ap06s alimentacdo. O gene RPRC007504 parece apresentar
uma supressdo no 7° dia, enquanto que os outros 2 genes caracterizados (RPRC011517 e

RPRC011537) mostram um pico maximo de expressao 9 dias apds alimentacédo (Figura 4.51).
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Figura 4.51 - Acompanhamento temporal da expressdo génica ao longo da digestdo do inseto em amostras de
intestino médio posterior derivado das anélises de RT-qPCR normalizados com GAPDH, 18S e Tubulina.
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4.6.4. Silenciamento por Injecéo de dsSRNA (RNAI)

Através da técnica de RT-PCR avaliamos a expressio do gene de o-fucosidase
(RPRCO007504) apo6s a injecdo de dsRNA correspondente a esse gene na hemocele de machos
adultos de R.prolixus em jejum. A extracdo de RNA e sintese de cDNA foi realizada conforme
descrito no item 3.10, a fim de obter concentra¢bes mais elevadas de molde, para este ensaio foi
utilizado todo aparelho digestivo de trés insetos, verificando o resultado do silenciamento de
maneira individual.

Os insetos foram dissecados 48 horas apés as injecOes de dsRNA e realizada a RT-PCR.
A figura 4.52A mostra claramente uma menor intensidade das bandas nos insetos experimentais
(ds7504), quando comparados com os insetos controle, que receberam o dsGFP. Estes dados
foram analisados através do software Image J, onde a normalizacdo dos dados foi realizada

através da relacdo entre o gene de interesse e o gene constitutivo, GAPDH (Figura 4.52B).
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Figura 4.52 - Expressdo relativa do gene RPRC007504 (a-fucosidase) acompanhada por RT-PCR ap6s injecdo de
dsRNA. Inje¢des de dsGFP foram administradas como controle. A- Gel de agarose 2% (p/v) com brometo de etidio
mostrando a intensidade das bandas. B- Densitometria de bandas apresentadas no gel de agarose realizadas através
do software Image J.
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Durante o intervalo de 48 horas, periodo entre a injecdo de dsRNA e disseccdo, nao foi
observada nenhuma alteracéo fenotipica macroscopica (p.ex. mortalidade).

Apods a confirmacdo do silenciamento, a atividade de a-fucosidase foi avaliada em
diferentes tecidos do inseto (Figura 4.53). Estes resultados mostram que o efeito do silenciamento
foi mais pronunciado no IMAep onde observamos uma reducdo significativa na atividade desta

glicosidase neste compartimento.
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Figura 4.53 — Atividade enzimatica de a-fucosidase avaliada nos diferentes compartimentos do sistema digestivo de
insetos submetidos a injecdo de dsRNA.
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5. DISCUSSAO

Nos métodos tradicionais empregados em ensaios de determinacdo da atividade de
glicosidases utilizando substratos sintéticos (como derivados de nitrofenil ou metilumbeliferil)
uma solucdo alcalina é adicionada com intuito de interromper a reacdo e aumentar a resposta
(Scopes, 2002). Assim nos propusemos como alternativa o desenvolvimento de uma nova
metodologia, com realizagdo de ensaios continuos.

Antes de iniciar os ensaios de atividade enzimatica fez-se necessaria a determinacdo dos
volumes de amostras a serem utilizados para cada uma das enzimas, uma vez que a clivagem do
substrato pode gerar produtos que dificultam a ligacdo enzima-substrato, atuando como
inibidores da reacdo, ou como substratos alternativos (Maragoni, 2002; Genta et. al, 2007).

Em ambos os casos a clivagem do metilumbeliferil serd& comprometida, diminuindo a
liberacdo de fluorescéncia. Este fenémeno pode ser observado nos ensaios realizados com a-
Glicosidase (Figura 4.3A), onde o perfil hiperbélico da cinética indica a necessidade de diluicao
da amostra obtida a partir do epitélio do intestino médio anterior. Um perfil parecido foi
encontrado nos ensaios com N-acetil hexosaminidase (IMAep e IP), B-Galactosidase (IMPcont) e
a-Fucosidase (IMAep e IP) (dados ndo mostrados).

Em contrapartida, o oposto pode ser observado na figura 4.3D, onde encontrou-se a
necessidade do emprego de um maior volume de amostra, para que a atividade de B-
Galactosidase pudesse ser monitorada, visto sua baixa atividade neste compartimento.

Através desta técnica demonstramos que a menor fluorescéncia em pHs &cidos ndo é um
impedimento para medidas de atividades destas enzimas (Tabela 4.2 e Figura 4.4), apresentando
vantagens sobre 0s ensaios anteriormente descritos e ensaios colorimétricos (Eisenthal e Danson,
2002). Isso possibilita 0 emprego de um baixo volume e um elevado numero de amostras
distintas, permitindo a analise da variacdo individual das atividades na populagcdo em ensaios de
alta vazao, como apresentado nas Figuras 4.5 e 4.6.

Além disso, esta técnica diminui o erro experimental de leitura, visto que nos ensaios
descontinuos faz-se necessaria uma maior manipulacdo das amostras e as leituras sdo pontuais.
Nessas condigdes, muitas vezes um ponto fora da curva é o bastante para que ocorra 0 aumento
do erro entre as replicatas experimentais.

ApOs a padronizacdo do método a ser empregado nos estudos cinéticos, o perfil de
atividade das GHs foi caracterizado em diferentes tecidos digestivos do inseto ao longo da
digestao.
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Essas enzimas sdo responsaveis pela hidrolise de ligacGes glicosidicas (Ribeiro e Pereira,
1984), exercendo um possivel papel na digestdo de glicoproteinas do sangue, além de
participarem de diversos processos bioquimicos fundamentais do metabolismo (Voet, 2013).

Diferentes padrbes de atividade enzimaética foram identificados ao longo da digestéo:
perfis constantes, de indugdo ou repressao foram observados para as seis glicosidases estudadas.

As enzimas o Glicosidase e a-Manosidase foram as Unicas que apresentaram uma
inducdo da atividade na glandula salivar, ambas apresentando pico maximo em 5 dias apds
alimentacéo.

A enzimas de membrana do intestino médio anterior N-acetil hexosaminidase e a-
Glicosidase se mostraram constantes ao longo do processo digestivo, enquanto as enzimas que se
mostraram mais ativas no 7° dia foram -Glicosidase (4 vezes) e B-Galactosidase (6 vezes). No 5°
dia verificou-se 0 aumento de atividade de a-Fucosidase (6 vezes) e no 9° dia a-Manosidase (4
vezes).

O conteldo deste mesmo compartimento apresentou inducdo de 7,5 vezes para o-
Glicosidase apds 9 dias. Esses resultados indicam que tanto enzimas sollveis como enzimas de
membrana sdo passiveis de sofrer alteracdes em resposta a alimentacdo, como descrito por Silva e
colaboradores (2007), em amostras de epitélio do intestino médio do triatomineo.

A enzima a-Manosidase possui maior atividade em jejum tendo uma diminuicdo de 8
vezes em sua atividade logo ap6s a alimentacdo, retornando a sua atividade inicial apds 14 dias
(Figura 4.10). A partir destes dados duas hipdteses podem ser levantadas, sugerindo que o inseto
possua um mecanismo de reserva desta enzima e que esta desempenhe papel fundamental nas
etapas iniciais da digestdo, ou ainda que substancias presentes no sangue possam atuar como
inibidores da mesma, a qual retorna a sua condicdo inicial em etapas mais tardias da digestao.

NOs observamos que no IMAcont, B-Glicosidase sofre inducéo de 2,5 vezes apos 7 dias
enquanto B-Galactosidase tem seus niveis aumentados 2 vezes 5 dias apos alimentag&o.

As glicosidases a-Fucosidase e B-Glicosidase apresentaram padrdes constantes de
atividade no contetdo e epitélio do intestino médio posterior. A enzima B-Galactosidase mostra
uma inducédo de 20 vezes no epitélio e 15 vezes no conteudo, ambos no 7° dia. a-Glicosidase e
a-Manosidase apresentam aumento da atividade somente no epitélio, a qual corresponde a 2,8 e

11 vezes respectivamente.
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No intestino posterior a a-Glicosidase mostrou-se mais ativa em jejum, apresentando uma
reducdo de 50% da sua atividade apds a alimentacdo. Neste mesmo compartimento as atividades
de N-acetil hexosaminidase e 3-Galactosidase dobraram no 7° dia apds alimentacao.

Nos casos onde observamos inducdo das atividades enzimaticas em fragdes solUveis é
importante considerar a possibilidade de produgéo de enzimas pela microbiota intestinal. Sabe-se
que a microbiota intestinal de triatomineos sofre um aumento no nimero de bactérias de varias
ordens de grandeza ao longo da digestdo (Castro et al., 2012). Esses seriam 0s casos de o-
Glicosidase, B-Glicosidase e p-Galactosidase no intestino médio anterior e 3-Galactosidase e N-
acetil hexosaminidase no intestino médio posterior. Uma caracterizagdo bioquimica mais
detalhada dessas enzimas se faz necessaria para elucidar essa questéo.

Nas etapas iniciais da digestdo do triatomineo, o IMA encontra-se repleto de sangue,
sendo assim fez-se necessaria a confirmacdo de que as atividades encontradas no contetdo deste
compartimento em insetos dissecados 2 dias ap6s alimentacdo sdo de fato conferidas a secrecao
no inseto e ndo provenientes da dieta.

A aquisicdo de enzimas digestivas do alimento é um fenémeno conhecido em outros
grupos de insetos, como cupins, formigas, moscas e besouros (Martin, 1987).

Para isso foi verificada a presenca de glicosidases no sangue, onde podemos observar que
as enzimas o-Glicosidase, B-Glicosidase, a-Fucosidase e N-acetil hexosaminidase apresentam
atividades muito inferiores na dieta quando comparadas com as atividades encontradas no
conteddo do intestino médio anterior (Figura 4.13).

Dentre as seis GHs estudadas no intestino de R. prolixus, duas apresentaram
concentragfes menores ou equivalentes aquelas encontradas na alimentagdo. a-Manosidase
apresenta uma concentragdo de aproximadamente 2,4 pU/IMAcont, a qual é inferior as
concentragOes encontradas na dieta, como mostrado na tabela 4.3. Contudo, a maior atividade
desta glicosidase em Rhodnius prolixus encontra-se em jejum e 14 dias apds alimentacdo do
mesmo, periodos em ha quantidades infimas de sangue neste compartimento como mostrado
anteriormente na figura 4.10.

A enzima B-Galactosidase possui uma atividade no IMAcont muito préxima da atividade
encontrada no sangue, contudo esta mostra-se induzida ao longo da digestdo, apresentado um
pico maximo de atividade no 5° dia apos alimentacdo (Figura 4.11). Sendo assim, esses dados
evidenciam que as atividades mensuradas sdo atribuidas a secrecdo destas GHs no inseto ao

longo seu processo digestivo.
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A concentracdo total destas glicosidases produzidas durante a digestdo do inseto foi
avaliada, onde observamos que a-Glicosidase possui atividade mais elevada nos epitélios do
intestino médio seguido pelo contetido do IMA (Figura 4.14).

a-Manosidase possui atividade total mais elevada no epitélio do intestino médio posterior,
seguido do epitélio do IMA, corroborando com dados da literatura em que esta enzima tem sido
sugerida como estando associada a membrana microvilar de Rhodnius prolixus (Ferreira et al.,
1988).

B-Glicosidase apresenta atividades elevadas na glandula salivar e IMAcont, com atividade
pelo menos 2 vezes maior que nos demais tecidos analisados. NOs observamos uma maior
presenca de N-acetil hexosaminidase no epitélio do IMA, sendo aproximadamente 25 vezes mais
ativa em relacdo a glandula salivar, compartimento onde N-acetil hexosaminidase mostrou-se
menos ativa (Figura 4.14).

A maior parte das atividades de 3-Galactosidase e a-Fucosidase sdo encontradas na forma
sollvel, visto as elevadas concentracdes observadas nos conteddos em relacdo aos demais
compartimentos, sendo que as atividades mais baixas foram detectadas na GS e IP para ambas as
enzimas.

Apos analisarmos a atividade total de cada enzima em cada segmento, foram realizadas
analises com intuito de facilitar a visualizacdo de qual a glicosidase preponderante em cada um
dos compartimentos.

Dessa forma foi possivel verificar que na glandula salivar a maior atividade enzimética
encontrada pode ser atribuida a B-Glicosidase, com atividade 20 vezes maior quando comparada
a B-Galactosidase, a qual apresentou-se como a enzima com menor atividade neste tecido (Figura
4.15).

Nos epitélios do intestino médio anterior e posterior a o-Glicosidase mostrou-se
majoritaria, com concentragdes muito superiores que as demais GHs nestes tecidos. Isso €
claramente evidenciado na figura 4.15, e era esperado, uma vez que esta se trata de uma proteina
anteriormente descrita por Ferreira e colaboradores (1988) como um marcador de membrana
perimicrovilar. Essa membrana recobre toda a extensdo do intestino medio, e foi demonstrada por
Silva e colaboradores (2007) como sendo capaz de sofrer inducdo de seus niveis em resposta a

alimentacéo.
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No intestino posterior a N-acetil hexosaminidase foi a glicosidase que apresentou maior
atividade, sendo as enzimas -Glicosidase e B-Galactosidase menos ativas neste compartimento
conforme pode ser verificado na figura 4.15.

Ao realizarmos a alimentagdo do inseto com sangue submetido ao processo de inativacéo
do sistema complemento, observamos uma alteracdo na atividade de algumas glicosidases nos
diferentes compartimentos estudados.

Verificamos que grande parte das glicosidases estudadas sofre redugdo de sua atividade,
quando comparadas aos insetos alimentados com a dieta padrdo (sangue desfibrinado, sem
inativacdo do sistema complemento). Entretanto, o oposto foi observado ao avaliarmos a
atividade de a-manosidase e N-acetil hexosaminidase presentes no intestino médio do inseto
(Figura 4.17).

Estas modificacdes certamente podem ser atribuidas a alterac@es nas mais de 20 proteinas
presentes no plasma submetido a inativacdo do complemento, a qual inclui uma etapa de
aquecimento que poderia favorecer a exposicao de sitios glicosilados especificos, uma vez que
estas proteinas apresentam uma vasta gama de sacarideos ao longo de sua estrutura (Muller-
Eberhard, 1988). Isso demonstra que a atuacdo de glicosidases intestinais ndo somente ocorre de
modo distinto ao longo do processo digestivo, mas que os aclcares da dieta podem contribuir de
maneira importante para a atividade ou expressao destas enzimas.

Apds demonstrado que a inativacdo do sistema complemento promove alteracdes
significativas nas atividades das GHs do inseto, avaliamos se a exposi¢do do inseto ao parasito
causaria alteragdes nas atividades enzimaticas, visto que o Trypanosoma cruzi apresenta em sua
superficie de membrana glicoconjugados que interagem diretamente com proteinas presentes no
intestino do hospedeiro invertebrado (Buscaglia et al., 2006).

Como controle foram realizadas andlises in silico utilizando o banco de dados CAZY
(2015) para verificar a presenca de glicosidases no Trypanosoma cruzi, uma vez que diferentes
glicosidases foram descritas em alguns tripanossomatideos (EI-Sayed et. al, 2005).

Tais dados revelaram que apenas um gene de glicosidase pode ser encontrado no genoma
do parasito, sendo este pertencente a familia GH38, o qual corresponde a a-Manosidase, E.C.
3.2.1.24 (Tabela 4.4). Este dado é de extrema relevancia para a avaliacdo de alteracbes nas
atividades de glicosidases de R. prolixus apés infec¢do com o parasito.

Visto que o genoma do T.cruzi ainda apresenta algumas lacunas, torna-se imprescindivel a

realizacdo de ensaios para verificacdo da atividade das GHs estudadas. Esta avaliacdo foi
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realizada nos pHs 4,5 e 7,2, utilizando as cepas de T.cruzi DM28c (Tcl) e cepa Y (Tcll) nos
estagios de epimastigota e tripomastigota metaciclica. Tais dados revelaram a auséncia de
atividade de GHs secretadas em ambos pHs (Figuras 4.18 e 4.19), corroborando os dados
mostrados na tabela 4.4.

Em contrapartida, os mesmos ensaios realizados para GHs intracelulares do parasito
mostraram atividade de a-Manosidases de formas epimastigotas da cepa Y em pH 4,5 (Figura
4.20B), enquanto em pH 7,2 podemos observar atividade de a-Glicosidase independente da cepa
ou estadgio de diferenciacdo avaliado, havendo atividade mais pronunciada em formas
epimastigotas de ambas as cepas (Figura 4.21). E importante ressaltar que ndo foram observadas
atividades de GHs em nenhuma das condi¢Oes avaliadas para as demais enzimas estudadas
(dados n3o mostrados). E importante destacar que para 0 nosso conhecimento essa é a primeira
descricdo dessas duas glicosidases (a--glicosidase ou maltose, e a-manosidase) em T.cuzi.

Apds a realizacdo dos controles necessarios para verificar alteragdes nas atividades das
glicosidases de R. prolixus promovidas pela infeccdo com T. cruzi, determinamos o perfil de
atividade enzimética em diferentes etapas da digestéo.

Nossos resultados evidenciam que diferentes GHs sdo moduladas com a infeccdo em
compartimentos distintos de acordo com os estagios da digestdo do triatomineo. Um bom reflexo
disso pode ser observado pela reducdo da atividade de B-glicosidase na glandula salivar em
etapas iniciais da digestdo de insetos expostos ao parasito.

Estes resultados associados com dados da literatura que mostram uma grande variedade
de genes com funcdes até o momento pouco compreendidas nos despertou uma enorme
curiosidade, principalmente pelo fato de que este compartimento tem sido associado
principalmente com a ingestdo de alimentos (Ribeiro et. al, 2004), ndo interagindo com o
parasito, 0 que nos fez considerar que o protozoario Trypanosoma cruzi modula as atividades de
B-glicosidase na glandula salivar de um modo indireto.

No epitélio do intestino médio anterior, nas etapas finais da digestao, entre 12 e 14 dias
apos alimentacdo, foi observado um aumento da atividade de o-Glicosidase (Figura 4.22), que
pode estar relacionada com alteracbes na membrana perimicrovilar do inseto.

Gonzalez e colaboradores (2006) demonstraram que modificacbes na membrana
perimicrovilar dificultam a adeséo do parasito. Logo, este aumento poderia ser um mecanismo de

defesa do inseto contra o Trypanosoma cruzi. Outra hipotese seria uma estratégia do parasito para
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aumentar sua superficie de contato com o hospedeiro invertebrado, uma vez que nessas etapas
uma elevacdo da carga parasitaria comeca a ser observada (Ferreira et. al, 2016).

Neste mesmo compartimento foi observada uma reducdo na atividade de o-Fucosidase
nas etapas intermedidrias da digestao, entre 7 e 9 dias apds alimentacdo. Uma de nossas hipoteses
€ que isso possa estar relacionado com a liberacdo de inibidores dessas enzimas pelo
Trypanosoma cruzi (Figura 4.27). Essa reducdo também pode ser resultado da modulacdo da
expressdo génica pelo parasito, 0 que neste caso sugeriria ndo s6 um novo aspecto da relacdo
parasito vetor, mas um papel importante dessa glicosidase nesse contexto.

No IP observamos um aumento de - Galactosidase nas etapas finais da digestdo, o que
pode estar relacionada com a forma parasitaria encontrada nessa regido ou um possivel
remodelamento da cuticula devido a infec¢do. A segunda hipotese parece mais plausivel, dada a
auséncia dessa enzima no genoma e nos extratos do parasito.

Esses dados mostram que a infec¢do por T. cruzi modula a atividade de glicosidases em R.
prolixus e que, embora ndo estejam completamente elucidados os mecanismos envolvidos nesse
processo, essas proteinas provavelmente interagem de alguma forma com o parasito. E
importante destacar que glicoconjugados de superficie do T. cruzi como mucinas, GIPLs e
diversas glicocoproteinas sdo ricos em residuos de galactose, N-acetilhexosamina, manose,
(Vermelho e Meirelles, 1994; Previato et al., 2004; Todeschini et al., 2009; Mendonga-Previato
et al, 2013) sendo assim possiveis substratos para as glicosidases de R. prolixus descritas nesse
trabalho. Os efeitos do parasito nas atividades de glicosidases intestinais do vetor séo

sumarizados na figura 5.1.

INICIAL

- v B-glicosidase

INTERMEDIARIA
\ a-fucosidase

FINAL
A a-glicosidase

FINAL
N B-galactosidase

Figura 5.1- Representacdo esquemética do efeito da infec¢do com T.cruzi nas Glicosideo Hidrolases envolvidas em
diferentes etapas da digestdo de R. prolixus.
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Apos realizar a deteccdo bioquimica das glicosidases de R. prolixus ao longo de seu
processo digestivo, nds decidimos verificar se a expressdo de genes associados a estas enzimas
apresentariam padrdo similar ao longo deste processo, e se algumas glicosidases poderiam ser
majoritariamente expressas em determinados tecidos.

Para tanto, estudos de expressdo dos genes destas glicosidases através da técnica de PCR
foram realizados, revelando que alguns genes sdo expressos em todos os compartimentos
estudados, como pode ser observado pelo gene RPRCO007504, que codifica o-Fucosidase
(GH29), assim como encontrado para RPRC001875, o qual corresponde a um gene de N-acetil
hexosaminidase (GH20).

Os genes de a-Glicosidase RPRC012570 (Familia GH13), RPRC002733 e RPRC014288
(Familia GH31) sdo preferencialmente expressos no intestino médio anterior, enquanto que 0s
genes de B-Galactosidase RPRC011517 e RPRC011537 (GH35) e a-Manosidase RPRC011133
(GH38), sdo preferencialmente expressos no intestino médio posterior (Figura 4.48).

Os genes de B-Glicosidase RPRC009530 e RPRC015451 (GH1), N-acetil hexosaminidase
RPRC009566 (GH20), a-Manosidase RPRC007185 (GH38) e o-Glicosidase RPRC006247
(GH13) néo se apresentaram expressos no tubo digestivo de Rhodnius prolixus, sugerindo que a
expressao destes genes possa ocorrer em outros compartimentos do inseto, uma vez que a
confirmacdo da sua existéncia foi realizada através da amplificacdo a partir de DNA genémico
(dados ndao mostrados).

Os identificadores RPRC008125 (GH20) e RPRC000597 (GH38) ndo foram amplificados
nos ensaios realizados tanto com o DNA genémico quanto com o cDNA, indicando um possivel
erro no desenho ou sintese destes primers, ou mesmo na predicao génica.

Mesmo se tratando de uma técnica semi-quantitativa, observamos que a intensidade das
bandas apresentadas pelos identificadores RPRC011517 e RPRC011537 sdo coerentes com a
atividade de B-Galactosidase encontrada no intestino medio posterior. Esta correlacdo também foi
observada com o gene RPRC009519 que codifica B-Glicosidase, apresentando banda mais
intensa assim como maior atividade no intestino médio anterior e glandula salivar.

A fim de quantificar os niveis de expressao génica, alguns genes foram selecionados e
estudados com a técnica de RT-gPCR, sendo a escolha dos genes baseada nos ensaios
enzimaticos e no numero de genes pertencentes a uma mesma familia.

Seguindo estes critérios escolhnemos genes de enzimas com maior inducdo ao longo da

alimentacdo do inseto (B-Galactosidase, genes RPRC011517 e RPRC011537), sendo este um

84



forte indicativo de que esta enzima possui um papel essencial no processo de digestdo. Além
disso, optamos por analisar a expressdo do gene RPRC007504, uma vez que este é o0 Unico gene
da familia que codifica a-Fucosidase.

Os genes RPRC009516 e RPRC009519 de B-Glicosidase da familia GH1 também foram
empregados nas analises, sendo estes 0s genes dessa familia com maior expressdo no intestino
médio.

Ap0s a selecdo dos genes a serem investigados foi realizada a padronizagéo das melhores
condigdes a serem utilizadas nestes experimentos seguindo as especificagdes sugeridas em The
MIQE Guidelines (Bustin et. al, 2009), como a determinacdo da concentracdo de cDNA e
otimizacdo dos primers. Coincidentemente foram estabelecidos as mesmas concentracfes de
iniciadores para todos os genes escolhidos, 300 nM do primer Foward e 300 nM do primer
Reverse. A validacdo dos primers foi realizada variando as concentragfes de cDNA, afim de
determinar os valores de slope e de R para célculo das eficiéncias dos pares de primers (Figura
4.49) (Livak e Schmittgen, 2001).

Corroborando os dados da PCR semi-quantitativa, 0os genes RPRC011517 e RPRC011537
apresentaram um alto nivel de expressdo no intestino médio posterior, do mesmo modo que 0
gene RPRC007504 que codifica a-Fucosidase se mostrou constante entre os tecidos estudados.

O gene RPRC009519 apresentou uma expressdo mais elevada no intestino médio anterior,
sugerindo que este seja um dos genes responsaveis pela elevada atividade enzimatica neste
tecido. O gene RPRC009516 mostrou a expressao levemente maior no intestino médio anterior.
Contudo, 0 mesmo ndo foi observado por PCR semi-quantitativo, possivelmente devido a
diferenca de sensibilidade entre as técnicas.

As andlises contidas no heatmap mostram o agrupamento de genes com similaridade nos
niveis de expressao, as quais curiosamente levaram ao agrupamento de genes pertencentes a uma
mesma familia, sugerindo a auséncia de especializacdo tecidual. Tal afirmacdo se torna mais
evidente quando observamos o agrupamento dos genes RPRC011517 e RPRC011537 (GH35), os
guais se mostram mais expressos no intestino medio posterior.

O mesmo tipo de agrupamento pode ser observado para os genes RPRC009516 e
RPRC009519 (GH1), nos permitindo considerar que ndo ha um unico gene responsavel pela
expresséo dessa atividade em cada compartimento estudado (Figura 4.50).
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Utilizando o intestino médio posterior foi realizada a analise do padrdo temporal, onde o
gene RPRC007504 n&o apresentou alteragdes ao longo do processo de digestdo, assim como nos
diferentes tecidos conforme citado anteriormente.

O perfil grafico exposto pelos iniciadores RPRC011517 e RPRC011537 é similar, visto
que ambos apresentam pico maximo de expressdo no 9° dia apo6s alimentacdo, mostrando um
decaimento crescente nos dias 12 e 14 ap6s alimentagdo (Figura 4.51).

E interessante observar que o aumento da atividade enzimatica de p-Galactosidase ocorre
no 7° dia apo6s alimentagdo, contudo, esta ndo apresenta diferenca estatistica entre os dias 7 e 9,
mostrando 0 mesmo decaimento crescente no 12° e 14° dia, conforme demonstrado anteriormente
nos dados de atividade enzimatica. Dessa forma, os dados obtidos sdo compativeis com a
hipGtese de que genes da familia GH 35 (possivelmente RPRC011517 e RPRC011537) seriam
responsaveis pela producdo da atividade de p-galactosidase presente no intestino médio de R.
prolixus.

Apo0s realizar as andlises do padrdo tecidual e temporal dos genes das glicosidases
descritas, optamos por realizar o silenciamento do gene RPRCO007504, identificador de o-
Fucosidase, uma vez que familias onde sdo encontrados um elevado nimero de genes
dificultariam a correlacdo da expressdo génica com as atividades enzimaticas.

O RNA de interferéncia (RNAI) tecnologia utilizada para realizagdo do silenciamento
génico, é uma importante ferramenta na qual a reducdo seletiva da expressdo de um determinado
gene nos permite analisar funcdo dessas proteinas (Araujo et. al, 2006).

Através dessa técnica obtivemos uma reducdo de 30% nos niveis de expressao génica de
a-Fucosidase em insetos silenciados, quando comparados ao grupo controle submetido a injecao
de dsGFP (Figura 4.52). A atividade enzimatica foi monitorada nos diferentes compartimentos do
inseto, sendo observada uma reducdo significativa da atividade desta glicosidase no epitélio do
intestino médio anterior do triatomineo (Figura 4.53).

Sendo assim, uma vez que o silenciamento desta glicosidase foi previamente estabelecido,
tornam-se facilitadas investigacdes sobre o grau de comprometimento que a diminui¢do da
expressdo e consequentemente da atividade desta enzima poderia conferir sobre a fisiologia do
inseto e sobre o estabelecimento do T. cruzi. Além disso, os dados sugerem fortemente que
RPRC007504, da familia GH 29, é responsavel pela sintese da atividade de a-fucosidase presente

no intestino médio de R. prolixus.
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6. CONCLUSOES

Ensaios continuos podem ser utilizados para medidas de atividade de diferentes
glicosidases, fornecendo resultados de alta confiabilidade. Empregando esta metodologia foi
possivel verificar que algumas enzimas apresentam uma distribuicdo proxima da normalidade na
populagdo de Rhodnius prolixus enquanto outros apresentam distribuicfes que fogem da curva

normal.

Diferentes glicosidases como B-glicosidase, B-galactosidase, a-glicosidase, a-fucosidase,
a-manosidase e N-acetil hexosaminidase sdo induzidas apds alimentagdo sanguinea em R.

prolixus.

A digestdo de glicoproteinas e proteinas minoritarias se inicia no intestino médio anterior
de R. prolixus, indicando que esse compartimento também é capaz de realizar parte do processo

digestivo.

A digestéo da fragéo glicosilada e da fragéo proteica de alguns glicoconjugados ocorre de
forma simulténea, enquanto outras glicoproteinas parecem sofrer primeiramente a digestdo de

acucares no IMA.

A atividade de algumas glicosidases intestinais sofre alteracdes em decorréncia da
inativacdo do sistema complemento, indicando que componentes da dieta contribuem de maneira

importante para a atividade destas enzimas.
Trypanosoma cruzi das cepas DM28c e Y possui atividades detectaveis de a-glicosidases
em pH 7,2 na fracdo intracelular nas formas epimastigota e tripomastigota metaciclica do

parasito.

A infeccdo pelo protozoario Trypanosoma cruzi modula a atividade de Glicosideo

Hidrolases em diferentes compartimentos do triatomineo em etapas distintas da digestao.

87



O perfil de expressdao génica de p-galactosidase no aparelho digestivo de Rhodnius
prolixus mostra que genes pertencentes a uma mesma familia possuem padrdo de expressdo mais

parecidos entre si.

O silenciamento do gene RPRCO007504 sugere que essa sequéncia esta relacionada a

producdo da atividade intestinal de o-Fucosidase em R. prolixus.
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