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RESUMO

O intestino médio de Rhodnius prolixus foi analisado através de microscopia eletronica de
transmissdo e imagem espectroscopica com o intuito de se localizarem estruturas celulares
envolvidas com o metabolismo de heme. Foram detectadas estruturas eletrondensas no
intestino médio posterior. Estas estruturas foram designadas como hemoxissomos. Os
hemoxissomos estdo presentes nas células epiteliais em varios momentos apds a alimentacdo
sanguinea e, em varios momentos apds a alimentacdo, algumas destas estruturas se tornam
menos eletrondensas. Através das imagens espectroscopicas, podemos visualizar grandes
depositos de ferro e oxigé€nio nestas estruturas. O ferro estd provavelmente associado ao anel
porfirinico como um complexo ferro-protoporfirina IX, como foi detectado usando a
diaminobenzidina. Uma observacdo interessante foi a presenca de reticulo endoplasmadtico
(RE) ao redor dos hemoxissomos durante alguns momentos especiais. O contetddo de ferro no
epitélio do intestino médio posterior foi monitorado e se manteve constante nos dias iniciais
apo6s a alimentagdo, mas se tornou mais elevado no final do processo digestivo (do dia 13 até
o dia 20). Estes resultados estdo em concordancia com as observacgdes de que a aparéncia dos
hemoxissomos muda no final do processo digestivo. A habilidade de degradar heme parece
depender da presenca de RE como foi observado usando um ensaio de degradacdo de heme na
presenca de uma fracdo enriquecida com RE. Estes resultados sugerem que os hemoxisomos
podem desempenhar um papel na detoxificacdo de heme. Neste trabalho, nés também
identificamos uma proteina de ligacdo de ferro na hemolinfa de R. prolixus e Diatraea
saccharalis através da ultracentrifugacdo em gradiente de densidade de KBr seguida por um
protocolo de coloracdo de ferro em gel de poliarilamida. As proteinas de ligagdo de ferro
desempenham um papel essencial para manter o balanco de ferro sob controle. Em R.
prolixus, embora tenhamos identificado uma proteina de ligacdo de ferro, ndo obtivemos
massa protéica suficiente para caracterizd-la. Sendo assim, purificamos a proteina de ligagéo
de ferro da hemolinfa de D. saccharalis. A seqiiéncia amino-terminal revelou que esta
proteina estd estritamente relacionada com ferritinas de outros lepiddpteras. Para estudarmos
o papel desempenhado por esta proteina no metabolismo de ferro, FITC foi acoplado a
ferritina e 10 pg desta proteina foram injetados na hemocele de fémeas adultas. Apds 6 horas
e 30 minutos desde a injecdo nds observamos que a fluorescéncia estava localizada nos

ovOcitos em crescimento, sugerindo que esta proteina estd sendo internalizada. Esta ferritina
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carrega uma massa aprecdvel de ferro. Este ferro pode suportar a sintese de heme para os

ovdcitos em crescimento e para o futuro embrido.
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ABSTRACT

Rhodnius prolixus midgut was analysed using transmission electron microscopy and electron
spectroscopic imaging in order to localize the cellular structures involved in haem
metabolism. In the posterior midgut, special cellular electron-dense structures were observed.
These structures are here designated haemoxisomes. Haemoxisomes are present in the
epithelial cells at various time points after a blood meal. Several days after the blood meal,
some of them become less electron-dense. By electron spectroscopic imaging, large amounts
of iron and oxygen were detected in these cellular structures. The iron is probably bound to
the porphyrin ring as an iron-protoporphyrin IX complex, as detected using the
diaminobenzidine technique. An interesting observation was the presence of endoplasmic
reticulum surrounding the haemoxisomes during some special periods. Iron content was
monitored in the posterior midgut epithelium and was found to be constant at the initial days
after a blood meal, but slightly higher at the end of the digestive process (from 13" up to 20"
day). These results are in agreement with the observation that the appearance of the
haemoxisomes changes at the end of the digestive process. The ability to degrade haem seems
to depend on the presence of endoplasmic reticulum, as observed using a haem degradation
assay in the presence of an endoplasmic reticulum-enriched fraction. Taken together these
results suggest that haemoxisomes may play a role in intracellular haem detoxification. In this
work, we also identified an iron-binding protein in the haemolymph from both R. prolixus and
Diatraea saccharalis by means of sucrose density gradient ultracentrifugation, followed by an
iron staining protocol. Iron-binding proteins play some crucial roles to keep the iron balance
under control. In R. prolixus, even though we were able to identify the protein, we did not
have enough protein in order to characterize it. So, we purified an iron-binding protein from
the haemolymph of D. saccharalis. The N-terminal sequencing revealed that this protein is
closely related to other lepidopteran ferritins. In order to study the role played by ferritin in
the iron metabolism, we coupled ferritin with FITC and injected 10 pg of this protein into the
haemocoel of D. saccharalis adults’ female. After 6 hours and 30 min since the injection we
observed that the fluorescence was located in the growing oocytes, suggesting that the ferritin
is being taken up. D. saccharalis ferritin carries about 3 times its own weight in iron. This

iron may support the synthesis of haem for growing oocytes and for future embryo.
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1 - Introducao
1.1 - A classe Insecta e a hematofagia

A classe Insecta constitui o grupo mais numeroso dos artropodes e compreende cerca
de 70% de todas as espécies animais conhecidas. Os insetos representam O grupo mais
importante do reino animal, quer sob o aspecto econdmico, ou sob o aspecto médico (Lehane,
1991). A classe Insecta € sem divida a classe que maior sucesso evolutivo obteve dentre as
espécies eucaridticas. Um dos fatores que contribuiram para o sucesso evolutivo dos insetos
foi o fato de manterem um ciclo de vida altamente especializado, onde adultos e ninfas, ou
larvas, se desenvolvem em sua grande maioria, com hébitos alimentares diferentes. Um fator
que contribuiu muito para o sucesso adaptativo do grupo foi sem divida a presenca de asas,
que possibilitou a este conquistar os ambientes mais diversos possiveis. Esta caracteristica
lhes permite uma maior eficiéncia na busca do alimento e defesa contra predacdo, além de
garantir o fluxo génico das espécies através da migragao.

Calcula-se que o ndmero total de espécies de insetos esteja entre 1 e 10 milhdes.
Destas, poucas se alimentam de sangue: somente 300 a 400 espécies, quase todas de grande
importancia para o homem, seja na transmissdo de patégenos na medicina e veterindria, seja
pela perda sanguinea que acarreta baixa produtividade na pecudria (Lehane, 1991).

A evolugdo do habito de sugar sangue parece ter se dado, a principio, pela associagdo
prolongada entre insetos e vertebrados (Lehane, 1991). Os insetos teriam sido atraidos para os
ninhos dos animais vertebrados que lhes ofereciam calor e umidade. Em éreas semi-aridas ou
dridas, o habitat oferecido pelos ninhos pode ter sido essencial para a sobrevivéncia dos
insetos, pois esses locais apresentam um abundante suprimento de alimentos. Certamente,
muitos insetos dos dias atuais, como os psocddios, sdo atraidos pelas altas concentracdes de
matéria organica que é encontrada nos ninhos (Lehane, 1991)

As partes bucais se desenvolveram para este estilo de vida, sendo provavelmente do
tipo mastigador. Embora estas partes bucais ndo sejam primariamente adaptadas para perfurar
a pele, alguns mal6fagos se alimentam de sangue. Menacantus straminus, um mal6fago atual,
se alimenta nas partes basais das penas ou na pele de galinha freqiientemente por lesdes
provocadas no local. Estas lesdes provocadas por este tipo de alimentacdo ddo ao inseto
acesso ao sangue do qual ele se alimenta Emmerson et al., 1973). O sangue tem um valor

nutricional mais elevado que a pele e, ainda, é mais fécil de digerir. Uma vez que o sangue



tenha sido encontrado pelos insetos de uma forma regular, é provdvel que seu alto valor
nutricional tenha favorecido o desenvolvimento de um grupo de insetos que regularmente
exploram o sangue como um recurso. Isto teria se desenvolvido progressivamente, através de
adaptacdes fisioldgicas, de comportamento e morfoldgicas, primeiro para a hematofagia
facultativa e, eventualmente em alguns insetos, para a hematofagia obrigatéria (Lehane,
1991).

Outras formas de associacdo podem ter sido estabelecidas devido a atracdo dos insetos
pelas secrecdoes do hospedeiro vertebrado, ou pelo uso do vertebrado como sitio de
aquecimento e de enxame (Lehane, 1991). Mas provavelmente o fator mais importante foi o
uso dos adubos do hospedeiro (fezes) como habitat larval. Haematobia irritans é um exemplo
de colonizador de fezes para a criacdo de larvas. Esta espécie s6 deixa o hospedeiro
vertebrado para realizar a oviposi¢do nas fezes do mesmo Mohr, 1943). Este tipo de
adaptacdo permite a fémea adulta ndo se afastar do seu hospedeiro, que é sua fonte de
alimento, durante a dispersdo de suas larvas. Isto lhe confere uma grande vantagem. Assim,
nas fémeas o aparecimento do hébito de se alimentar de sangue pode ser explicado pelas
vantagens oferecidas, ndo s6 pelo fato de o sangue ser altamente nutritivo, mas também
devido ao uso das fezes do mesmo animal para a oviposi¢do. Nos machos a questdo € mais
dificil. Uma explicag@o plausivel € o fato da associa¢do com o vertebrado minimizar o tempo
e a energia investidos na procura do hospedeiro, onde as fémeas se encontram. Estando o
macho em associagdo com o vertebrado, mesmo sem se alimentar de sangue, ele garante que a
fémea que se alimenta de sangue chegara ao local de alimentagdo, onde ele se encontra. E o
que acontece com a mosca Tsetsé e o mosquito Aedes aegypti, por exemplo Teesdale, 1955).

A evolugdo das partes bucais foi de crucial importincia para possibilitar o habito de se
alimentar de sangue. Discute-se também que os insetos hemat6fagos podem ter surgido de
espécies de insetos que se alimentavam de seiva de plantas. Estes ji teriam as partes bucais
pré-adaptadas para o hébito de perfurar e sugar (Lehane,1991). A mudang¢a do alimento alvo
teria sido possivel se estes insetos tivessem mantido uma relagdo restrita com os vertebrados.
Tal associacdo pode ter ocorrido através da atracdo destes insetos pelas secrecdes corpdreas
dos vertebrados ou pelo uso das fezes destes como um meio para a criacdo de larvas, como
mencionado acima. Outra possibilidade é que esses insetos teriam sido atraidos para os ninhos
para se alimentarem de frutas ou sementes estocados pelos vertebrados. Além das adaptacdes

morfoldgicas, os organismos hematéfagos em geral desenvolveram ferramentas bioquimicas



para possibilitd-los se alimentar de sangue. As glandulas salivares de artropodes hematéfagos,
por exemplo, sdo dotadas de verdadeiros coquetéis farmacoldgicos (Law et al., 1992). As
moléculas presentes na saliva de artrépodes hemat6fagos t€ém o papel de driblar a hemostasia
do hospedeiro vertebrado possibilitando entdo conseguir sugar sangue em grandes
quantidades em pequenos intervalos de tempo (Law et al., 1992).

Existem 4 principais ordens onde se encontram os insetos hematdfagos: Diptera,
Hemiptera, Phithiraptera e Siphonaptera. Em vérios destes insetos a alimentacdo se
caracteriza pela ingestdo de grande quantidade de sangue que chega em algumas espécies a
perfazer 10 vezes seu préprio peso. Esta grande quantidade de sangue ingerida de uma s6 vez
minimiza o nimero de visitas que um ectoparasita temporario precisa fazer ao hospedeiro e,
portanto, diminui o risco que estas investidas representam (Lehane, 1991). Por outro lado,
uma desvantagem € a diminui¢do da mobilidade do inseto alimentado. Outra desvantagem
aparente € a grande quantidade de dgua ingerida, que requer um sistema eficiente e rapido de
remoc¢do de dgua e concentragdo do material solivel. Parece que um dos grandes passos que
permitiu a adaptacdo a hematofagia pelos insetos, foi a adaptacdo ao uso do sédio para
controlar a absor¢do de dgua, visto que no sangue este se encontra em abundincia e sua
absorcdo se processa ativamente (Barrett, 1982). Em insetos fit6fagos, como no Dysdercus
peruvianus, por exemplo, o potdssio é usado para controlar a absorcdo de 4gua, ndo

dependendo da dieta de sddio (Silva et al., 1995).

1.2 — A ordem hemiptera

A ordem Hemiptera contém os insetos conhecidos como percevejos verdadeiros. A
maioria dos hemipteros é hematdfaga ou sugadora de seiva de plantas, mas trés familias
contém vdérias espécies de pequenos a grandes insetos hemat6éfagos. A primeira destas
familias é a Cimicidae, onde todos os membros sdo hemat6fagos. Esta familia é distribuida
em todo o mundo e inclui as espécies conhecidas como Cimex lectulares e Cimex hemipterus,
que normalmente se alimentam no homem. A maioria dos representantes da familia Cimicidae
¢ parasita de morcegos e aves, embora uma minoria se alimente em mamiferos (Lehane,
1991).

A segunda familia de percevejos hemat6fagos é a Polyctenidae. Todos os membros

deste grupo sdo ectoparasitas permanentes, hematéfagos obrigatérios que vivem em



microquirdpteros tanto do Novo quanto do Velho Mundo. Estes insetos sem olhos apresentam
apenas dois estddios de ninfa apds o nascimento.

A terceira familia de hemipteros que contém os percevejos hematéfagos € a
Reduviidae, onde estd contida a subfamilia Triatominae, na qual todas as cento e cinqiienta e
cinco espécies sdo hemat6fagas obrigatdrias. Nesta familia se encontram vdrias espécies de
vetores do Tripanossoma cruzi, o agente causador da doenca de Chagas. Estes percevejos se
alimentam em uma variedade de vertebrados incluindo o homem e, muitos sdo intimamente
associados com os sitios de repouso habitual ou com os ninhos de aves, mamiferos e outros
animais (Lehane, 1991). Os triatomineos que sdo importantes, de uma perspectiva humana,
estdo amplamente confinados as Américas. Algumas espécies, Triatoma infestans em
particular e, em menor extensdo Rhodnius prolixus e outras espécies, tém se tornado
restritamente associadas com as dreas domiciliares e peridomiciliares do homem.

As menores espécies de triatomineos, Alberprosenia goyovargasi, t€m adultos com 0,5
cm de comprimento, € as maiores, como Dipetalogaster maximus, podem ter até 4,5 cm de
comprimento. Uma fémea adulta de 7. infestans produz pequenos agregados de ovos
subseqiientes a cada alimentacdo com sangue. Ao longo de sua vida, de seis meses a um ano,
ela pode produzir de cem a trezentos ovos (Lehane, 1991). Os ovos eclodem em dez a trinta
dias e hd cinco estdgios de ninfa. Os percevejos triatomineos sdo hemat6fagos obrigatérios; a
maioria se alimenta a noite e possui uma picada quase sem dor.

As espécies domésticas, como T. infestans, provavelmente se utilizam da transferéncia
passiva em moveis, etc., para regides ainda ndo infestadas. Os insetos adultos sdo capazes de
realizarem vOos curtos, que provavelmente sdo importantes para dispersdo local. Em comum
com os outros insetos que se alimentam exclusivamente de sangue, os triatomineos tém
microorganismos simbiontes. Estes microorganismos estdo presentes no limen do intestino e
fornecem nutrientes adicionais, sem os quais as ninfas nfo se desenvolveriam com sucesso até
alcancgar o estigio adulto (Lehane, 1991).

Os hemipteros s@o excepcionais no uso de enzimas catepsina-simile no seu processo
digestivo. Isto é consistente com a hipétese de que os insetos hematéfagos tenham surgido a
partir de sugadores de seiva vegetal (Houseman & Downe, 1983; Billingsley & Downe, 1988;
Terra et al., 1988). Os sugadores de seiva, ndo necessitando de proteinases, podem ter perdido
suas tripsinas digestivas. Entretanto, ao mudarem seu hdbito alimentar, precisaram readquirir

a atividade proteolitica no limen intestinal. Sugere-se que, tendo perdido suas tripsinas, eles



tiveram de fazer uso das catepsinas que estdo contidas nos lisossomos de todas as células,

redirecionando-as para a digestdo extracelular (Lehane, 1991).

1.2.1 - O Rhodnius prolixus e a digestao sangiiinea

Rhodnius prolixus, um dos nossos modelos de estudo, ¢ um hemiptero hematéfago
obrigatério da familia Reduviidae, um potencial vetor do agente etioldgico da doenca de
Chagas, o Trypanosoma cruzi. Este inseto ¢ um hemimetdbolo e passa por 5 mudas até atingir
a fase adulta. Cada muda, assim como cada ciclo reprodutor € sincronizado por uma udnica
alimentagd@o na qual o inseto ingere uma quantidade de sangue equivalente a até 9 vezes seu
préprio peso (Friend,1965). A quantidade (Friend, 1965) e a qualidade (Valle ef al., 1987) do
sangue ingerido afetam diretamente o desenvolvimento e a produgdo de ovos do Rhodnius.
Ap6s a alimentagdo, o animal tem um periodo de jejum prolongado, que pode chegar a alguns
meses. Por volta do terceiro dia apds a alimentacdo, os ovérios do R. prolixus ja se encontram
repletos de ovdcitos, e por volta do sexto dia ap6s a alimentagdo, estes insetos iniciam a
postura. As ninfas eclodem dentro de um periodo de dez a vinte dias apds a postura, e estas
também se alimentam de sangue. Apds cada alimentagdo se d4 uma muda (Buxton,1930).
Este inseto possui cinco estddios de ninfa, apds os quais se torna adulto, apresentando asas e
maturidade sexual (figura 1). Os adultos, machos e fémeas, se alimentam de sangue e, a partir
dai, os ciclos alimentares sincronizam o ciclo reprodutor. O R. prolixus nao tem hospedeiro
preferencial, alimentando-se em qualquer vertebrado de sangue quente, inclusive o homem. E
hospedeiro intermedidrio de tripanossomatideos, e apontado como o principal vetor da doenca
de Chagas em paises como Venezuela e Colombia. No Brasil tem importincia secundaria
como vetor, visto que Triatoma infestans é apontado como o principal veiculador da doenga

no pais, mas o R. prolixus, ainda assim, é considerado um vetor em potencial.



FIGURA 1 - Ciclo de vida do R. prolixus. O esquema mostra os estddios desde ovo a adulto, passando
pelos cinco estddios de ninfa Buxton, 1930). Em termos de escala uma fémea adulta de Rhodnius,

mostrada na parte superior da ilustracdo, mede aproximadamente dois cm.

O aparelho digestivo do R. prolixus é dividido em intestino médio anterior e intestino
médio posterior. O intestino médio posterior por sua vez é subdividido em porcdo anterior e
posterior, segundo Billingsley & Downe (1983) (figura 2). Apds a ingestdo, o sangue é
estocado no intestino médio anterior onde se dé inicio a uma intensa atividade de lise das
hemadcias (Billingsley, 1990). Apds a hemdlise, o inseto entdo digere e absorve os produtos da
digestdo do sangue do hospedeiro vertebrado (Lehane, 1991). A etapa de digestdo das
proteinas sanguineas se inicia na porcdo posterior do intestino médio do R. prolixus, onde as
catepsinas B e D, aminopeptidases, carboxipeptidases, (Houseman & Downe, 1983) e outras
enzimas hidroliticas, (Ferreira et al., 1988) sdo ativas nesta porcdo do intestino. Uma
caracteristica marcante no intestino dos hemipteras é a presenca de um sistema de membranas
que reveste as células epiteliais no lado Iluminal, conhecidas como membranas
perimicrovilares. Estas membranas separam o contetido luminal das células epiteliais durante

o ciclo digestivo destes insetos (Silva et al., 2004). No ldmen intestinal do R. prolixus, a



hemoglobina € digerida, e um dos mais importantes produtos gerados é o heme, o grupamento
prostético daquela proteina (figura 3). O heme, ou ferroprotoporfirina IX, € um composto cuja
importancia biolégica € amplamente conhecida, ji4 que se encontra envolvido como
grupamento protético de proteinas envolvidas em processos fundamentais como a respiragcao
celular, detoxificacdo, transporte de oxigé€nio, entre outros, em um grande nimero de
organismos. Desta forma, a utilizacdo do heme da alimentagdo pelo inseto poderia ser uma
grande economia em termos metabdlicos, pois poderia dispensar ou minimizar a utilizagdo da
via metabdlica de biossintese de heme presente na maior parte dos organismos vivos. Isto de
fato parece ocorrer ji que tem sido demonstrado que parte do heme gerado no aparelho
digestivo € capaz de ser absorvido pelo Rhodnius prolixus (Dansa-Petretski et al., 1995). Mas
certamente esta ndo € a principal fonte de heme para o inseto, visto que a via de biossintese de
heme € de fundamental importdncia para a ovogé€nese do Rhodnius prolixus, como
demonstrado por Braz et al. (2001). No carrapato bovino Boophilus microplus o cenério € de
uma verdadeira economia metabdlica, pois este artropode tem como uUnica fonte de heme,
aquela derivada da degradacdo da hemoglobina do hospedeiro vertebrado, visto que a via de

biossintese de heme estd ausente neste modelo (Braz et al., 1999).

FIGURA 2 - Desenho esquemadtico do trato digestivo de R. prolixus e suas divisdes segundo
Billingsley & Downe (1983). 1 - Glandula salivar; 2 - Intestino médio anterior; 3 - Intestino médio
posterior; 4 - Por¢do anterior do intestino médio posterior; 5 - Por¢do posterior do intestino médio

posterior; 6 - Tubulos de Malpighi; 7 - Reto (ampola retal).



Apesar das vantagens aparentes do fornecimento do grupamento heme na dieta, esta
molécula também oferece sérios riscos aos organismos hemat6fagos, pois 0 heme promove
eficientemente o aparecimento de espécies reativas de oxigénio, (Liu et al., 1985; Gutteridge
& Smith, 1988; Van der Zee et al., 1996; Deterding et al., 2004), conhecidas por iniciarem
reacOes deletérias a varias biomoléculas como lipideos, proteinas e DNA (Aft & Muller,
1983; Vincent et al., 1988; Tappel, 1955; Schmitt et al., 1993). Uma das solucdes encontradas
pelo Rhodnius € a sintese de uma proteina de ligacdo de heme, a RHBP (Rhodnius heme-
binding protein) (Oliveira et al.,1995), cuja funcdo antioxidante foi descrita por Dansa-

Petretski et al



Um outro processo antioxidante descrito em R. prolixus, é a formagdo de hemozoina
(Oliveira et al., 1999). A hemozoina, também conhecida como pigmento da maldria, ¢ uma
forma agregada de heme, onde uma molécula de heme estd associada a outra através de
ligacdes i0nicas entre o fon ferro de uma molécula de heme e o grupo carboxila dissociada de
um grupamento propionato do anel porfirinico de uma outra molécula de heme, como
determinado por estudos através de espectrometrias infravermelha e de absor¢@o de raio-X
(Slater et al., 1991; Bohle et al., 1997). A complexa estrutura da hemozoina € mantida por
interacdes idnicas entre as moléculas de heme e por pontes de hidrogénio entre as cadeias ja
formadas (figura 4). Este pigmento (hemozoina) exerce um papel protetor no Plasmodium,
pois ele reduziria a formagao de radicais livres que sdo extremamente toxicos para a célula
(Bohle et al., 1997). Este mecanismo de defesa s6 havia sido descrito no parasita causador da
malaria, o Plasmodium (Slater, 1992; Slater & Cerami, 1992; Arese & Schwarzer, 1997,
Ridley et al., 1997) mas, da mesma forma que no Plasmodium, no Rhodnius a formagéo deste
agregado de heme exerce uma protecdao adicional contra os efeitos téxicos gerados pelo
grupamento heme, mantendo-o em uma forma incapaz de passar do limen intestinal para a
hemocele do inseto (Oliveira et al., 2000). No que diz respeito ao potencial oxidante da
molécula de heme, foi demonstrado que de fato a hemozoina apresenta um potencial pro-
oxidante reduzido, quando comparado com heme livre (Oliveira et al., 2002). Sendo assim,
esta seria a primeira linha de defesa encontrada pelo inseto para se proteger contra os efeitos
téxicos gerados pelo heme derivado da hemoglobina. Resultados anteriores do nosso grupo
demonstraram que o processo de formacgdo de hemozoina estd diretamente relacionado com as
membranas perimicrovilares em Rhodnius prolixus. Estas membranas, de maneira bastante
eficiente, promovem a agregacdo de heme in vitro. Além disso, a quantidade de hemozoina
formada, in vivo, mostra uma dependéncia direta da quantidade de membranas
perimicrovilares presente no intestino deste inseto (Silva, 2001).

Um modelo bastante interessante do ponto de vista fisioldgico € o carrapato bovino
Boophilus microplus. Este aracnideo se caracteriza pela ingestdo de uma grande quantidade de
sangue, chegando a 100 vezes o préprio peso, seguida de um processo digestivo intracelular.
Durante a digestdo do carrapato, as células digestivas estocam heme em estruturas
denominadas hemossomos (Lara et al., 2003). Estes hemossomos sdo estruturas que
seqiiestram o heme, diminuindo a disponibilidade desta molécula livre no interior das células.

Sendo assim, este representa um sistema de defesa bastante interessante. Lara er al. (2005)



demonstraram a rota deste heme nas células intestinais do carrapato bovino, mostrando fortes
evidéncias da presenca de proteinas envolvidas com o transporte de heme no interior destas
células. A hemoglobina é digerida no interior de vesiculas denominadas vesicula digestivas e
0 heme € direcionado para os hemossomos. Um outro dado interessante é que uma grande
parte do heme gerado durante a digestdo da hemoglobina € incorporado na proteina precursora
hemolinfatica da vitelina, a vitelogenina (Logullo er al., 2002). Este heme aparentemente
serve com fonte para a construcdo de heme-proteinas do embrido em desenvolvimento, visto
que este carrapato ndo € capaz de sintetizar heme, ao contririo do R. prolixus (Braz et al.,
1999). Além disso, foi demonstrado por Logullo et al. (2002) que a vitelina em Boophilus
microplus apresenta uma funcdo antioxidante. Apesar destes dados, ainda resta muito a ser
elucidado a respeito do metabolismo intracelular de heme em invertebrados. Em Rhodnius

prolixus, por exemplo, ndo ha dados sobre o metabolismo de heme intracelular.
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Figura 4 - Estrutura proposta para a hemozoina segundo Bohle et al. (1997). As setas indicam o

sentido de prolongacdo das cadeias do polimero.
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Em vertebrados, um sistema de detoxificacdo de heme € a sua degradag@do pela enzima
microssomal heme oxigenase (Maines, 1988), dando origem aos pigmentos da bile
(biliverdina e bilirubina), ferro e mondxido de carbono (figura 5). A heme oxigenase converte
o heme 2 biliverdina IXa, usando NADPH como fonte de poder redutor e em seguida a
biliverdina redutase converte biliverdina a bilirrubina IXo, também usando NADPH como
fonte de poder redutor (Yoshida & Migita, 2000). Além de diminuir a concentracdo de heme
que ¢é potencialmente toxico, as heme oxigenases desempenham um importante papel no
metabolismo celular, sendo induzidas em resposta ao estresse em VAarios organismos
(Shibahara er al., 1987). As heme oxigenases ndo agem apenas como protecao contra o heme,
mas também como uma fonte de monéxido de carbono e biliverdina que sdo importantes na
sinalizacdo celular e como seqiiestradores de radicais livres (Dore et al., 1999; Stocker &
Peterhans, 1989). Zhang et al. (2004) clonaram e expressaram uma heme oxigenase de
Drosophila e demonstraram que esta enzima apresenta a capacidade de degradar heme,
produzindo biliverdina, monéxido de carbono e ferro na presenca de NADPH como poder

redutor.

CODH COOH COOH COOH COOH COOH

heme . . Ve .
o-hidroxiheme AL
k 0. 3e

COOH COOH COOH COOH COOH COOH

Bilirrubina IXo Biliverdina IXo Complexo Biliverdina IXoa férrica

Figura 5 — Via de degradacdo de heme conhecida em vertebrados (Yoshida & Migita, 2000). A
conversao de heme a biliverdina IXa é catalisada pela heme oxigenase e de biliverdina IXo a

bilirrubina IXa € catalisada pela biliverdina redutase.
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1.3 - A Diatraea saccharalis

A Diatraea saccharalis, nosso segundo modelo experimental, € um inseto pertencente

a ordem Lepidoptera e € a principal praga da cana-de-agucar, sendo, provavelmente, nativa da

12



marrom, alongada e fina, medindo de 16 a 20 mm de comprimento. A duracdo do estddio
pupal, geralmente, € de oito a nove dias.

Adultos apresentam cor amarelada, possuem em média a extensdo da asa de 18 a 28
mm para os machos e 27 a 39 mm para as fémeas. Os adultos apresentam hdabitos noturnos,
permanecendo escondidos durante o dia. O oviposicdo comeca no final da tarde continuando
durante toda a noite. As fémeas podem colocar os ovos por até quatro dias. A duragdo do

estadio adulto € de trés a oito dias.
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T

Figura 6 - Ciclo de vida da D. saccharalis. O esquema mostra os estddios de ovo (1: 1,16 mm de
comprimento e 0,75 mm de largura), larva no interior do colmo de uma planta (2: 20-30 mm),

pupa (3: 16 a 20 mm) e adulto (4: 16 a 20 mm).

1.4 - Metabolismo de ferro em insetos

O ferro € um elemento essencial para muitos processos redox em todos os eucariotos e
muitos procariotos (Kaplan, 2002). No entanto, os organismos que dependem do ferro para o
metabolismo oxidativo devem lidar ndo s6 com o fato de este elemento ser de suma
importancia fisiolégica, mas também com o fato de este ser uma potente toxina. Em

vertebrados o sistema de aquisi¢do e balancgo de ferro € bastante compreendido, embora ainda
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haja muito a ser elucidado. Nestes organismos sio conhecidas as proteinas de ligacdo de ferro,
onde se destaca a transferrina, uma proteina sérica com dois 16bulos funcionais para a ligagado
de ferro responsdvel pelo transporte de ferro. A lactoferrina, encontrada no plasma e em
outros fluidos corporais, parece desenvolver um importante papel como antibidtico, ligando
ferro e tornando-o indisponivel para bactérias que necessitam deste elemento para sua
proliferacdo (Yoshiga et al., 1997). Uma outra proteina ligante de ferro muito conhecida em
vertebrados e em invertebrados € a ferritina, uma proteina globular envolvida com o estoque

de ferro intracelular (Kaplan, 2002). Em vertebrados, a ferritina € uma proteina composta por
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estudos mostram ainda que esta proteina apresenta efeito bacteriostitico, o que ndo fora
mostrado para transferrina (Goetz et al., 2002).

Em insetos, assim como em vertebrados, o ferro além de se comportar como um
elemento essencial para os processos redox também apresenta efeitos deletérios para o inseto
(Nichol et al., 2002). De maneira geral, os insetos sdo capazes de produzir proteinas ligadoras
de ferro como transferrinas e ferritinas (Winzerling er al., 1995a; Winzerling et al., 1995b;
Nichol et al., 2002). Apesar de se ter conhecimento de um ndmero considerdvel de proteinas
ligantes de ferro caracterizadas em insetos (Kim et al., 2001; Capurro et al., 1996; Jamroz et
al., 1993; Yoshiga et al., 1997; Pham, 2002), pouco se conhece a respeito do metabolismo de
ferro nesses animais (Nichol et al., 2002). A ferritina em vertebrados ¢ uma proteina de
ligacdo de ferro encontrada preferencialmente no interior de células epiteliais, onde
desempenha um papel no estoque de ferro intracelular. Contudo, em insetos, ao contrario de
vertebrados, esta proteina € encontrada em quantidades aprecidveis tanto na hemolinfa quanto
nas células epiteliais (Locke & Nichol, 1992; Nichol ef al., 2002). Em insetos, assim como em
vertebrados, a ferritina € composta por subunidades do tipo L e do tipo H. As subunidades das
ferritinas descritas em insetos t€m massas moleculares que vao de 24 a 35 kDa (Nichol et al.,
2002). Genes para as diversas subunidades descritas em insetos ji foram clonados e
sequenciados (Nichol et al., 2002). Kim et al. (2001) caracterizaram a ferritina de Galleria
mellonella (Lepidoptera) e localizaram esta proteina em tecidos como testiculos e ovérios.
Outros estudos t€m mostrado a influéncia da disponibilidade de ferro na sintese de
subunidades das ferritinas de Drosophila melanogaster e Aedes aegypti (Georgieva et al.,
1999; Dunkov et al., 2002). Dunkov et al., (2002) mostraram ainda a alterag@o na expressdo
das diferentes subunidades da ferritina de A. aegypti sob condi¢des onde se variava a
disponibilidade de ferro. Apesar destes trabalhos, ainda resta muito a ser investigado acerca

dos papéis da ferritina no metabolismo de ferro em insetos.
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IRE/IRP1 é um mecanismo que permite o controle traducional, em resposta ao ferro, da
sintese de ferritina em insetos.

A transferrina em vertebrados € uma protefna sérica envolvida com o transporte de
ferro (Kaplan, 2002). Apresenta dois 16bulos funcionais cada um com capacidade de ligar um
atomo de ferro com alta afinidade. J4 em insetos esta proteina apresenta apenas um Iébulo
capaz de ligar um dtomo de ferro (Bartfeld & Law, 1990). Um tnico exemplo de transferrina
de inseto com dois 16bulos funcionais, ambos com capacidade de ligar ferro, foi descrito em
1993 por Jamroz et al. em estudos com a barata Blaberus discoidalis. Assim como acontece
com a ferritina, os papéis da transferrina no metabolismo de ferro em insetos também nao
estdo completamente elucidados. Alguns estudos ja mostraram que esta proteina sofre um
aumento de sua expressdo quando células de mosquito A. aegypti sdo desafiadas com
bactérias, sendo entdo consideradas como proteina de fase aguda na infeccdo (Yoshiga et al.,
1997). O que se discute neste trabalho € que os niveis de transferrina aumentados durante uma
infeccdo, limitariam a disponibilidade de ferro, privando um organismo invasor deste
elemento. O fato de a maior parte das transferrinas de insetos ndo apresentarem um dos
l6bulos funcionais capaz de ligar ferro, mais especificamente falando o 16bulo carboxi-
terminal, coloca estas transferrinas num cendrio interessante. A maior parte dos patégenos
com capacidade de seqiiestrar transferrina, o faz através de um processo de captura mediado
por receptores que ligam o 16bulo carboxi-terminal destas proteinas. Na ausé€ncia deste 16bulo,
as transferrinas de insetos estariam adaptadas para um mecanismo de escape, mantendo o
ferro ligado ao seu unico 16bulo funcional (na por¢cdo amino-terminal) e tornando-o
indisponivel para os patégenos (Yoshida et al., 1997). Poucos sdo os dados correlacionando a
transferrina com o metabolismo de ferro em insetos. Heubers et al. (1988) demonstraram que
quando transferrina marcada com ferro radioativo foi injetada na hemolinfa de M. sexta, o
ferro rapidamente deixou a hemolinfa e pode ser encontrado na carcaca e no corpo gorduroso.
Ap6s 24 horas este ferro reapareceu na hemolinfa associado a ferritina. Estes dados sugerem
que a transferrina pode entregar ferro para tecidos. No entanto, ainda ndo se conhecem
receptores para transferrina em insetos. Nem mesmo no genoma de Drosophila melanogaster
foi evidenciada qualquer seqiiéncia homdloga a receptores de transferrina de vertebrados
(Adams er al., 2000). E possivel que o mecanismo de captacdo de ferro transportado pela
transferrina nos tecidos de insetos seja mediado por uma classe diferente de receptores, ou que

o ferro seja captado por um mecanismo de transporte diferente (Nichol et al., 2002).
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1.5 - Justificativa do trabalho

No presente trabalho nds estudamos o metabolismo de heme-ferro em insetos.
Inicialmente nossos estudos se concentraram no Rhodnius prolixus como modelo
experimental. Nossas perguntas surgiram a partir do momento em que identificamos a
presenca de estruturas contendo heme nas células epiteliais do intestino médio de R. prolixus.
Iniciamos entdo um estudo descritivo da presenca destas estruturas celulares em alguns
momentos do ciclo alimentar do R. prolixus. Com a descricio de uma provavel heme
oxigenase em Rhodnius prolixus, tanto nos vasos dorsais quanto no proprio intestino (Cruz-
Oliveira et al., 2002), comecamos a investigar o papel das estruturas contendo heme no
processo de degradagdo de heme no epitélio intestinal deste inseto com o sentido de
contribuirmos com dados que expliquem este mecanismo de defesa. A estas estruturas
eletrondensas chamamos de hemoxissomos. O processo de degradacdo de heme gera como
subprodutos biliverdina, CO e ferro livre. Sendo assim, o estudo de proteinas de ligacdo de
ferro se torna algo interessante do ponto de vista fisioldgico, pois o inseto deve apresentar
formas de lidar com o ferro disponibilizado a partir da degradagdo de heme. Um outro modelo
de estudo usado em nosso trabalho foi a broca da cana-de-actcar, a Diatraea saccharalis, um
inseto fit6fago. Para este lepiddptera nada se conhece a respeito de proteinas de ligacdo de
ferro e por ser um hemiptera foi escolhido como modelo para compara¢do com nosso modelo
hematdfago. A purificagdo e caracterizagdo de proteinas ligantes e de transporte de ferro da
hemolinfa de insetos, assim como o entendimento de seus papéis, podem fornecer dados que

ajudem a compreender o metabolismo de ferro nestes modelos.
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2 - Objetivos

Neste trabalho temos como objetivos:

e Identificar estruturas envolvidas com o armazenamento de heme nas células epiteliais
do intestino médio posterior de Rhodnius prolixus e, investigar o papel destas
estruturas celulares no metabolismo de heme neste inseto;

® Investigar o papel do reticulo endoplasmadtico no processamento do heme presente em
estruturas eletrondensas do intestino médio de R. prolixus (hemoxissomos);

¢ Identificar proteinas de ligacdo de ferro em R. prolixus e Diatraea saccharalis;

e Purificar e caracterizar a ferritina da hemolinfa de D. saccharalis;
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3 - Materiais e métodos

3.1 - Colonia de insetos

A coldnia de Rhodnius prolixus é mantida em uma estufa incubadora digital
modelo FT 1020, Fluxo Tecnologia, em nosso laboratério a uma temperatura de 28°C, e
umidade relativa de aproximadamente 80%. Estes insetos sdo provenientes de uma col6nia
mantida pelo Laboratério de Bioquimica de Insetos, do Departamento de Bioquimica Médica,
UFRIJ. A col6nia de Diatraea saccharalis ¢ mantida na Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, em Campos dos Goytacazes, em tubos de ensaio tampados com algoddo. A
temperatura de incubagdo fica em torno de 28 °C e 60% de umidade relativa com um
fotoperiodo natural. As larvas eclodem apds 4 a 9 dias. Os insetos usados nos experimentos

foram larvas de 4° estddio (com aproximadamente 17 dias de vida).

3.1.1 - Alimentacio dos insetos

Os R. prolixus sdo alimentados com uma periodicidade de 20 dias para adultos e 30
dias para os diferentes estddios, com sangue de coelho, diretamente na orelha dos animais
imobilizados em caixas de conten¢do. Em nosso trabalho usamos fémeas adultas de R.
prolixus a partir de segunda alimentacdo. No caso de dietas artificiais, utilizamos um
alimentador artificial descrito por Garcia et al. (1975). Dietas artificiais, como plasma de
coelho, sdo usadas para alimentar fémeas adultas com a intencdo de livrar o intestino do
inseto do heme que fica impregnado no mesmo. As D. saccharalis sdo mantidas em frascos de
vidro contendo uma dieta artificial, desde o estddio de ovo até seu estddio de pupa.

A dieta artificial é desenvolvida pela Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, e
mantida a temperatura ambiente. Composicio do meio artificial: Agua destilada (1.558,0
mL), Aureomicina (0,50g), Sais de Wesson (18,0g), Caseina (54,0g), Sacarose (90,0g),
Germe de trigo (54,0g), Cloreto de colina (1,8g), Solucdo vitaminica (18,0 mL), Acido
ascorbico (7,2g), Formaldeido 37,2% (0,9 mL), Metil-p-hidroxibenzoato (2,7g), Bacto-agar
(369).

A solugdo vitaminica consta das seguintes vitaminas, dissolvidas em 1.000 ml de dgua

destilada: Niacinamida (1 g), Pantotenato de cdlcio (1 g), Riboflavina (0,5 g), Tiamina (0,25

19



g), Piridoxina (0,25g), Acido félico (0,1 g), Biotina (0,02g), Vitamina B12 (1000 mg/cc)(2
mL).
O meio artificial depois de pronto é transferido para tubos de ensaio tampados com

algoddo e previamente esterilizado a 150 °C por 3 horas.

3.1.2 - Coleta de hemolinfa dos insetos

A coleta da hemolinfa em adultos de R. prolixus é realizada cortando-se as pontas das
patas anteriores deste inseto e efetuando uma leve pressdo sobre o abdome do inseto. A
hemolinfa é coletada em capilares e rapidamente transferida para tubos eppendorfs contendo
alguns cristais de feniltiocarbamida, EDTA 5 mM, e na presenca de coquetel de inibidores de
protease (SBTI: inibidor de tripsina de soja, leupeptina e antipaian, na concentragdo final de
0,05 mg/mL e benzamidina 1 mM) . Apés a coleta da hemolinfa, esta é centrifugada a 11.000
xg por 10 minutos a 4 °C para eliminacdo da fracdo celular. A hemolinfa de larvas de 5
estadio de D. saccharalis é coletada através de uma incisdo realizada na base da futura perna
dianteira do inseto e a hemolinfa é coletada na presenca de feniltiocarbamida, e uma solugdo
contendo SmM de EDTA e uma mistura de inibidores de protease: PMSF e Benzamidina
(concentragdo final dos inibidores 1 mM). Os hemdcitos sdo removidos por centrifugacido a

11.000 xg por 10 minutos (Winzerling et al., 1995b).

3.2 — Verificacao da passagem de um analogo do heme do limen intestinal

para a hemocele de R. prolixus

Um grupo de R. prolixus foi alimentado com plasma de coelho enriquecido com
palddio meso-porfirina (Pd-mP) (1 mM) (meso-tetra-(4-trimetilaminofenil) palddio porfirina).
O palddio € uma metaloporfirina fluorescente usada neste trabalho como um andlogo do
heme. Trés dias apds a alimentacdo com plasma enriquecido com palddio meso-porfirina, a
hemolinfa dos insetos alimentados foi coletada e em seguida submetida a uma anélise de
emissdo de fluorescéncia no fluorimetro. A 1990 pL de tampao fosfato de sédio 0,1 M, NaCl
0,15, pH 7,2 foram adicionados 10 pL de hemolinfa. Essa mistura foi levada ao fluorimetro,
onde foi excitada com o comprimento de onda de 400 nm. A emissdo foi registrada na faixa

de 520 nm até 700 nm. Como controles, foram analisadas as hemolinfas de insetos
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alimentados em sangue de coelho 3 dias apds a alimentagdo. Analisamos também hemolinfa
de insetos alimentados com sangue de coelho e previamente incubada com 5 pL de uma
solucdo de palddio meso-porfirina 5,8 mM dissolvida em NaOH 0,1 N. Também fizemos uma
andlise somente do palddio meso-porfirina (5 pL da solu¢do 5,8 mM) em tampao fosfato de

sodio 0,1 M, NaCl 0,15, pH 7,2 para verificarmos o seu padrao de emissao.

3.3 - Microscopia eletronica de transmissao

Para a preparagdo das amostras para microscopia eletronica de transmissdo (MET), os
intestinos, ainda com contetddo luminal, de fémeas adultas foram dissecados em salina gelada
(NaCl 0,15 M a 4 °C). Os intestinos foram removidos em dias subseqiientes a alimentagio e
fixados em glutaraldeido 2,5%, tampao cacodilato de sédio 100 mM, pH 7,2, paraformaldeido
4% e CaCl, 5 mM. O material processado passou por uma etapa de pds-fixagdo em tetroxido
de 6smio 1% e ferricianeto de potdssio 0,8% durante 30 minutos e lavado em tampao
cacodilato 100 mM, pH 7,2. O material foi posteriormente desidratado em séries graduadas de
acetona (30%, 50%, 70%, 90%, 100% e 100% superseca) e logo apds sofreu infiltragdo e
polimerizacdo em epon. De todos os materiais foram feitas piramides em um aparelho
destinado para tal finalidade (ultratrim Reichert), e depois foram extraidos cortes ultrafinos
em um ultramicrotomo Reichert Ultracuts. Os cortes foram coletados em grades de cobre e
contrastados em acetato de uranila e citrato de chumbo. Apds a contrastacdo o material foi
analisado ao microscopio eletronico Omega 900 da Zeiss operado em 80 kV. O epitélio
intestinal de Rhodnius também foi processado para espectroscopia de perda de energia de
elétrons e para a confeccio de imagens espectroscOpicas de elementos. O material foi
processado como descrito acima, porém omitindo-se as etapas de pds-fixagdo em tetréxido de
6smio e ferricianeto de potdssio, assim como a etapa de contrastacdo. Cortes ultrafinos deste
material foram analisados no microscopio eletronico de transmissdo Omega 912 da Zeiss
acoplado a um sistema de anélise de imagens (SIS GmbH, Alemanha). O microscépio foi
operado em 80 kV com uma abertura de objetiva de 90 um e uma abertura de sele¢do de
energia de aproximadamente 20 eV. Os mapas de distribuicio do oxigénio e ferro foram
calculados usando o método com trés janelas (Reimer, 1991). Duas janelas de energia abaixo
(Fe: 690 eV, 675 eV; O: 525 eV, 510 eV) e uma acima (Fe: 718 eV; O: 545 eV) de cada

elemento foram utilizadas. Para a realizacdo dos espectros de perda de energia de elétrons, o
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microscopio foi operado da mesma maneira, mas com uma objetiva de 30 pm e uma abertura
de sele¢do de energia de 2 eV, aproximadamente. As intensidades das perdas de energias
foram registradas serialmente em intervalos de 2 eV por um fotomultiplicador acoplado a um

multimetro digital conectado a um programa de andlise de imagem (SIS GmbH, Alemanha).

3.3.1- Localizacao da atividade peroxidasica

Graham & Karnovsky (citados em Padykula, 1988) introduziram um método para
localizagdo ultra-estrutural da atividade peroxidésica enzimética ou quimica pelo tratamento
dos tecidos com diaminobenzidina (DAB) e per6xido de hidrogénio. A diaminobenzidina sob
oxidacdo produz polimeros insoliveis (indamina). Este método, seguido de algumas
modifica¢des, foi aplicado para detec¢do da atividade peroxiddsica associada ao anel
porfirinico. Os intestinos de insetos foram fixados em glutaraldeido 1%, em tampdo
cacodilato de s6dio 100 mM, pH 7,2, por 12 horas a temperatura ambiente. Ap6s a fixacdo, o
material foi lavado em tampao cacodilato 100 mM, pH 7,2, e incubado em um meio contendo
diaminobenzidina 2,5 mM em tampao cacodilato 100 mM, pH 6,5 durante 60 minutos. Apds
este periodo o tecido foi transferido para a mesma solugao contendo H,O, 0,03%, onde ficou
incubado por 60 minutos. Terminada a incubacdo, o material foi lavado em tampao
cacodilato, pH 6,5, e pds-fixado em tetroxido de 6smio 1% e tampao cacodilato 100 mM, pH

7,2, e processado para microscopia eletronica de transmissao.

3.4 - Dosagem de ferro no epitélio intestinal de R. prolixus

As dosagens de ferro foram realizadas utilizando-se um kit diagndstico desenvolvido
pelo laboratério Quibasa Quimica Basica Ltda. Os intestinos de insetos de 1, 3,5, 7, 13, 16 e
20 dias apds a alimentacdo em sangue de coelho foram dissecados em salina gelada (NaCl
0,15 M). O conteddo intestinal foi descartado e os epitélios lavados foram homogeneizados
com o auxilio de um homogeneizador do tipo “potter” em 400 UL de salina gelada. Apds
homogeneizacdo as amostras foram centrifugadas a 10000 xg por 5 minutos e os
sobrenadantes foram utilizados para as dosagens. 200 UL da amostra foram adicionados a 800
UL do tampao redutor (4cido succinico 250 mmol/L, hidroxilamina 140 mmol/L, surfactante e

estabilizador) e 20 uL do reagente de cor (ferrozina 12 mml/L). Os tubos foram incubados em
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banho Maria a 37 °C por 10 minutos e as absorvancias foram determinadas a 560 nm. Foi

utilizado um padrao contendo ferro (100 pg/dL).

3.5 - Fracionamento celular do epitélio intestinal de R. prolixus em
gradiente descontinuo de sacarose para obtencio de reticulo

endoplasmatico

O procedimento de isolamento de reticulo endoplasmaético foi baseado na metodologia
descrita por Graham & Rickwood (1997). Os intestinos de R. prolixus (160 intestinos), 4 dias
apods a alimentacdo em sangue de coelho, foram dissecados em solugdo salina (NaCl 0,15 M)
gelada. Os seus conteudos foram eliminados e os epitélios coletados e homogeneizados em
“potter” em 2 mL tampao de lise (tris-maleato 37 mM, pH 6,4, sacarose 0,5 M, MgCl, 5SmM e
dextran 1% (p/v)). Ap6s a homogeneizagdo (20 golpes), a amostra foi centrifugada a 6000 xg
por 15 minutos para eliminagdo de células ndo lisadas, ndcleos e mitocOndrias. O
sobrenadante foi entdo aplicado no topo de um gradiente descontinuo de sacarose (44%, 51%
e 68% (p/v)), em tampdo tris-maleato 37 mM, pH 6.4, sacarose 0,5 M, MgCl, 5SmM e dextran
1% (p/v). Ap6s centrifugacdo a 85.000 xg por 90 minutos, as fragdes foram coletadas do topo

para a base com auxilio de uma pipeta. Foram obtidas um total de 5 fracdes (1 mL).

3.6 - Ensaio da atividade da NADPH citocromo c oxidoredutase

A enzima NADPH citocromo ¢ oxidoredutase ¢ uma enzima marcadora de reticulo
endoplasmdtico (Harano & Onura, 1977) e foi usada como ferramenta para determinar a
presenca de reticulo endoplasmatico do epitélio intestinal de R. prolixus nas fragdes do
gradiente descontinuo de sacarose. A atividade foi medida espectrofotometricamente a 550
nm por cinética enzimdtica em um tempo total de 180 segundos, medindo-se as absorvancias
em intervalos de 5 segundos. A determinagdo da atividade foi feita com 0,1 mL da solugdo de
NADPH (sorbitol 0,6 M, KH,PO, 50 mM, pH 7,4, 1 mM NADPH) com 0,9 mL da solucao de
citocromo c¢ (sorbitol 0,6 M, KH,PO4 50 mM, pH 7.4 contendo 2,6 mg/100 mL de KCN
(cianeto de potdssio) e 1 mg/mL de citocromo c¢). O ensaio foi realizado a 30 °C e foram

utilizados 30 pL de cada fracdo para o ensaio.
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3.7 — Atividade de liberacao de ferro a partir de hemina na presenca de
NADPH

Com a intengdo de se verificar a degradacdo de heme na presenca de NADPH, foi
preparado um ensaio utilizando-se extratos do epitélio intestinal de R. prolixus de 5 dias apds
a alimentacdo. Foram utilizados 10 intestinos que foram homogeneizados em 200 pL de
solucdo salina (NaCl 0,15 M) gelada. O ensaio foi baseado na quantificacdo do ferro liberado
ap6s o ensaio. O meio de reagdo consistiu de tampado fosfato de potdssio 50 mM, pH 7.4,
hemina 13 uM e NADPH 150 pM. Ao meio de reagdo foram adicionados 50 pL do extrato de
intestinos. A reagdo se procedeu por 30 minutos a 30°C. Apds o ensaio, o meio de reacdo foi
centrifugado a 15000 xg por 5 minutos e o sobrenadante foi utilizado para dosagem de ferro

livre como mencionado no item 3.4. No ensaio controle foi omitido o NADPH.

3.8 - Ensaio de degradacao de heme nas fracoes do gradiente de KBr

O ensaio de degradacdo de heme foi baseado no procedimento descrito por Zhang et
al. (2004), com poucas modificacdes. A atividade foi monitorada espectrofotometricamente
medindo-se o decaimento da absorvancia em 340 nm, o que corresponde ao consumo de
NADPH. O meio de reagdo consistiu de tampdo fosfato de potdssio 50 mM, pH 7,4, hemina
10 uM, deferoxamina 1 mM, 100 pl. de amostra e NADPH 130 uM, adicionados
imediatamente antes do inicio da reagc@o. O tempo de cada ensaio foi de 15 minutos onde as
absorvancias foram registradas a cada 1 minuto. As porcdes lineares das curvas foram
utilizadas para cdlculo das atividades. Os deltas de absorvancia de cada curva foram extraidos
e divididos por 6,22, que € o coeficiente de extincdo molar do NADPH a 30 °C. As atividades

sdo expressas em miliunidades de atividade por mL em cada fragdo.

3.9 - Ultracentrifugacao da hemolinfa

O procedimento de ultracentrifugacdo foi utilizado para a purificagdo de ferritina
segundo Capurro et al. (1996). Aproximadamente 3 mL de hemolinfa foram diluidos em

tampao fosfato de s6dio 100 mM, NaCl 150 mM, pH 7,0, na presenca de EDTA 5 mM,

24



benzamidina 1 mM, PMSF 1 mM, feniltiocarbamida 0,5 mM, contendo KBr 3,7 M. Esta
hemolinfa (5 mL) foi adicionada no fundo do tubo de ultracentrifuga e coberta com 5 mL do
mesmo tampado acima. Os tubos foram centrifugados a 100.000 xg por 24 horas a 4 °C. As
fragdes do topo foram utilizadas para purificacdo de lipoforina enquanto a subfase foi
dialisada contra 4gua para posteriores procedimentos cromatograficos. O fundo do tubo, onde
se depositou um material de cor marrom, bastante denso e de consisténcia gelatinosa foi
dissolvido em tris-HCl 20 mM, pH 8,4 e utilizado para verificagdo da presenca de ferritina e

etapas posteriores de purificagao.

3.9.1 - Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para andlise das proteinas da hemolinfa utilizamos -eletroforese em gel de
poliacrilamida em condi¢des desnaturantes (Laemmli, 1970) e em condigdes ndo
desnaturantes (Davis, 1964). Os géis foram corados por azul de Coomassie R ou nitrato de
prata. Os géis sem SDS foram corados por ferricianeto de potdssio 1% em HCI 0,1 N por 5
minutos para a visualizagdo de ferroproteinas, segundo Capurro et al. (1996). As dosagens de

proteinas para normalizacio nos géis foram realizadas segundo Bradford (1976).

3.9.2 - Cromatografia de exclusao molecular em FPLC

Para purificacdo da ferritina foram utilizados os sedimentos marrons obtidos durante o
procedimento de ultracentrifugacdo descrito acima. Estes sedimentos, ressuspensos em
tampao tris-HCI 50 mM, EDTA 1mM, pH 8,4 foram aquecidos por 30 minutos a 75 °C para
desnaturacdo de outras proteinas, uma etapa de pré-selecdo de ferritina, uma proteina termo-
resistente. Apds aquecimento, as amostras foram centrifugadas a 11.000 xg por 10 minutos a
4 °C. Apo6s centrifugacdo, os sedimentos existentes foram descartados e os sobrenadantes
foram utilizados nas etapas seguintes. Em seguida, estas amostras foram dialisadas contra o
mesmo tampao descrito acima a 4 °C, por um periodo de trinta horas com quatro trocas pelo
menos. Apds didlise, as amostras foram reunidas e submetidas a uma cromatografia de gel
filtragdo em uma coluna Superose 6B, equilibrada com tampao tris-HCl 50 mM, EDTA 1
mM, pH 8,4, em FPLC, com um fluxo de 0,2 mL/minuto. O grau de pureza da ferritina foi

analisado através de géis de poliacrilamida corados por nitrato de prata e azul de Coomassie.
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3.9.3 — Dosagens de ferro nas amostras de ferritina

As dosagens do ferro presente na ferritina foram realizadas utilizando-se o
espectrometro de massa acoplado a fonte de plasma induzido (ICP-MS) (Gallagher et al.,
2001). As amostras contendo ferritina foram diluidas 100 vezes em dgua deionizada. Esta

solucgdo foi injetada diretamente no espectrometro previamente calibrado.

3.9.4 - Focalizacao isoelétrica

Para focalizagdo isoelétrica da ferritina foi utilizada uma fita de pH
imobilizado (Amersham Pharmacia Biotech). A focalizacdo isoelétrica (IEF) e o SDS -
PAGE, foram realizados com auxilio do /PGphor e do MULTIphor (Amersham), de acordo
com as instrugdes do fabricante. Na primeira dimensdo, cerca de 20 pg de ferritina foram
focalizadas isoeletricamente a 50mA e 20°C, em um gradiente de pH variando de 3 a 10 em
condi¢cdes crescentes de voltagem atingindo aproximadamente 24.000 volts/hora ao final da
focalizacdo. Na segunda dimensdo, apds a focalizacdo, a fita foi colocada sobre um gel de
poliacrilamida homogéneo na concentragdo de 12% na presenca de SDS. As condicdes de
separacdo ocorreram em uma corrida em 20mA. O gel foi revelado com nitrato de prata e
posteriormente digitalizado. Foi analisado o ponto isoelétrico das subunidades da proteina

com auxilio do software, Phoretix 2D (Nonlinear Dynamics Ltd).

3.9.5 - Acoplamento de isotiocianato de fluoresceina (FITC) a ferritina de

D. saccharalis

Cerca de 300 pg da ferritina isolada de D. saccharalis foram dialisadas contra tampao
bicarbonato-carbonato de sédio 750 mM, pH 9,5. Apds a didlise, 7,5 pL de uma solugdo de
FITC (50 pg/ pL, dissolvido em DMSO), foram adicionados a esta amostra e a mistura foi
incubada por 1 hora ao abrigo da luz. Apds o periodo de incubagdo, o complexo ferritina-
FITC foi exaustivamente dialisado contra dgua destilada, e liofilizado. Apds liofilizagdo, a
proteina marcada foi ressuspensa em 300 pl. de tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 7.4. O

complexo foi analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida (12%), em condicdes
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nativas, seguido de observacdo do complexo em um sistema de captagdo de imagens com

lampada ultravioleta, em um Image Master VDS (Pharmacia Biotech).

3.9.6 - Captaciao de ferritina de Diatraea saccharalis marcada com FITC

pelos ovaécitos de Diatraea saccharalis

Os experimentos de captacdo de ferritina marcada com FITC foram realizados tanto in
vivo quanto in vitro. Nos experimentos in vivo, cerca de 10 pg de ferritina marcada com
FITC foram injetados no abdome de fémeas adultas com o auxilio de uma seringa Hamilton.

Ap6s 6 horas e 30 minutos, os ovdrios foram disseca
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4 - Resultados

4.1 - Verificacao da passagem de paladio meso-porfirina do limen
intestinal para a hemocele de R. prolixus ap6s alimentacio com plasma

enriquecido com paladio meso-porfirina

Muitas metaloporfirinas ndo apresentam fluorescéncia. No entanto, Lara et al. (2003)

verificaram que palddio meso-porfirina exibe fluore
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heme pode requerer, mesmo que |tenjporariamente, a participacdo de estruturas celulares

capazes de seqiiestrar ) No intuito de verificar a existéncia de estruturas

candidatas a esta funca uma |andlise |[do epitélio intestinal de R. prolixus

utilizando a microscopi transmissdo. | Na figura 8A pode ser observada a
asma das células epiteliais do intestino médio
ntacdo sanguinea. Associado a estas estruturas
:ndoplasmatico. Estas estruturas celulares se
pode-se observar na figura 8B. Quando as

estruturas eletrondensas fora flas|a uma analise utilizando a espectroscopia de perda

de energia de elétrons, € passivel obsei > estas apresentam ferro em seu interior (figura

9D). As figuras 9B e 9C mostram a co- cdo de ferro e oxigénio na mesma estrutura.
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4.2.1 - Deteccao de heme nas células epiteliais do intestino médio de R.

prolixus

Ao verificarmos a presenca de ferro nas estruturas eletrondensas encontradas nas
células do epitélio do intestino médio posterior de R. prolixus, o préximo passo foi averiguar
se este ferro estava associado ao grupamento heme. Utilizando a diaminobenzidina,
detectamos a atividade peroxidésica associada ao anel porfirinico (heme) nas mesmas
estruturas. A figura 10A mostra a marcagcdo positiva em estruturas presentes nas células
epiteliais do intestino médio posterior de R. prolixus, 5 dias apds a alimentacdo com sangue
de coelho. Este resultado sugere que pelo menos parte do ferro presente nestas estruturas esta
associada ao anel porfirinico. Também podemos observar na figura 10B, que estruturas
eletrondensas, presentes nas células epiteliais do intestino médio posterior de insetos de 16
dias apds a alimentacdo, também apresentam atividade peroxidasica, indicando a presenca de
heme nas mesmas. Nas figuras 10C e 10D estdo representados os controles referentes as
figuras 10A e 10B respectivamente, onde foram omitidas as incubacdes com
diaminobenzidina e ndo mostram os precipitados eletrondensos caracteristicos da reacdo do
heme com a diaminobenzidina.

Na andlise das células epiteliais do intestino médio de insetos em periodos mais

avancados do ciclo alimentar foi verificada uma alteracdo no aspecto destas estruturas

30



-

: ﬁ&_i

Figura 8§ — Micrografia eletronica de transmissdo mostrando o aspecto das estruturas
eletrondensas nas células do epitélio intestinal de R. prolixus, 4 dias apds a alimentacdo. Em
A temos uma imagem em menor aumento mostrando a distribuicdo das estruturas. Ao redor
das estruturas pode-se perceber a existéncia de reticulo endoplasmatico ( » ). Barra 0,6 Y e
Em B temos uma imagem em maior aumento, onde podemos verificar a presenca de

membranas ao redor desta estrutura (=9>). Barra: 0,0?‘. .
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Figura 9 — Andlise elementar das estruturas eletrondensas das células do epitélio intestinal de
R. prolixus através da imagem espectroscépica de elétrons ( B e C) e espectroscopia de perda
de energia de elétrons (D). Em A, temos uma estrutura eletrondensa de uma célula epitelial do
intestino médio posterior de insetos de 5 dias apds a alimentacdo observado através do
microscopio eletrdonico de transmissdo. Em B, imagem espectroscépica mostrando a presenca
de ferro na estrutura. Em C, imagem espectroscépica mostrando a presenga de oxigénio. Em
D, espectro de perda de energia de elétrons da estrutura mostrada na figura 9A, confirmando a
presenca de ferro e oxigénio. O material foi processado para microscopia eletronica de

transmiss@o sem qualquer etapa de pds-fixacdo e contrastacdo. Barra 0,09 pm.
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Figura 10 - Célula epitelial do intestino de R. prolixus mostrando atividade peroxidasica
associada ao heme. (A), Célula epitelial, 5 dias apds a alimentagdo em sangue de coelho. Note
a marcagdo no interior das estruturas ( =) referente a precipitacio de indamina. (B), Célula
epitelial, 16 dias apds a alimentagdo mostrando a marcag@o no interior das estruturas (. )
Em C e D estdo os respectivos controles de A e B, onde foi omitida a diaminobenzidina, logo

ndo apresentando a precipita¢do de indamina. Barras 0,7 pm.

33



Figura 11 - Células epiteliais do intestino de R. prolixus mostrando o aspecto das estruturas
eletrondensas em insetos de 18 dias apds a alimentagdo em sangue de coelho () (A). Barra
0,7 um. Note a presenca de estruturas com aspecto mais compacto préximas a estruturas com
aspecto menos compacto. Em B estd uma célula epitelial do intestino de insetos alimentados
com plasma de coelho, mostrando estruturas eletrondensas envoltas por reticulo
endoplasmético rugoso (¥ ). Barra 0,6 um. Note a presenca de uma estrutura com aspecto

menos compacto (=), similar as presentes nas células mostradas em A.
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4.3 — Dosagens de ferro no epitélio do intestino médio posterior de R.

prolixus

As concentragdes de ferro livre no intestino médio posterior de R. prolixus foram
medidas 1, 3, 5, 7, 13, 16 e 20 dias apds a alimentag@o dos animais com sangue de coelho. Foi
verificada uma pequena variagdo nas concentracdes de ferro nos dias iniciais do processo
digestivo (figura 12). No entanto, uma elevacdo significativa dos niveis de ferro foi observada
principalmente nos dias 13, 16 e 20 apds a alimentacdo, mostrando que estes aumentos nos
niveis de ferro ocorrem em momentos mais avangados do ciclo alimentar. Estas diferengas
nos niveis de ferro, quando comparamos os dias 13, 16 e 20 apds a alimentacdo com o0s
demais, foram estatisticamente diferentes (ANOVA, p<0,05, seguida de comparacdo entre

médias utilizando o teste Student-Newman-Keul).
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Figura 12 — Detecc¢do de ferro no epitélio intestinal de R. prolixus (por¢ao posterior), nos dias
ap6s a alimentacdao com sangue de coelho. As barras representam as médias e os desvios de
trés experimentos. Cada experimento foi realizado com 3 amostras diferentes para cada ponto.
Os niveis de ferro nos dias 13, 16 e 20 s@o estatisticamente diferentes daqueles registrados nos

demais dias (ANOVA, p<0,05, Student-Newman-Keul, n=6).
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4.4 - Deteccao da atividade de degradacao de heme em fracoes enriquecidas

com reticulo endoplasmatico do epitélio intestinal de R. prolixus

A atividade de degradacdo de heme foi avaliada primeiramente em extratos totais de
epitélios intestinais de R. prolixus de 5 dias apds a alimentacdo sanguinea, através da medida
da produgdo de ferro nessas amostras. Como pode ser visualizada na figura 13, a producdo de
ferro livre € mais elevada na presenca de NADPH, indicando que ocorre consumo de
NADPH, o que sugere um sistema de processamento de heme. As médias sdo estatisticamente
diferentes (p<0,05, t-test).

Diante das observacdes feitas na figura 13 e nas eletromicrografias do epitélio
intestinal de R. prolixus em diferentes dias apds a alimentagdo, onde foram observadas
estruturas eletrondensas com reticulo endoplasmatico ao seu redor, o extrato total do epitélio
intestinal de insetos de 4 dias apds a alimentacdo em sangue de coelho foi submetido a um
fracionamento celular, para o isolamento da fragdo enriquecida com reticulo endoplasmatico.

As fragdes obtidas num gradiente descontinuo de sacarose foram testadas
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Figura 13 — Producdo de ferro livre a partir de hemina utilizando-se extrato de intestino de R.
prolixus de 5 dias apds a alimentag@o. O ensaio foi baseado na quantificagdo de ferro liberado
no intervalo de 30 minutos na temperatura de 30 °C. Na coluna da esquerda o meio de
incubacgdo contém tampao fosfato de potédssio 50 mM, pH 7,4 e hemina 16 pM. Na coluna da
direita representa o mesmo meio de reacdo agora contendo NADPH 150 pM. As barras
indicam as médias e os desvios correspondentes a seis repeticdo com trés amostras diferentes.

As médias sdo estatisticamente diferentes (p<0,05, t-test, n=6).
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Figura 14 — Localizagdo da fracdo de reticulo endoplasmatico nas fragdes celulares obtidas
por ultracentrifugacio do epitélio intestinal de R. prolixus, através da atividade da citocromo c
oxidoredutase. O ensaio foi baseado na oxidacdo do citocromo c¢ e foi medida
espectrofotometricamente a 550 nm. Os pontos representam médias de dois experimentos

cada um com dois conjuntos de fra¢des do gradiente.
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Figura 15 — Ensaio de degradac@o de heme nas diferentes fracdes do gradiente. O ensaio foi
baseado no consumo de NADPH na presenca de hemina. O meio de reacdo foi composto de
tampao fosfato de potdssio 50 mM, pH 7,4, hemina 10 pM, deferoxamina 1 mM, 100 pL de
amostra e NADPH 130 pM, adicionados logo antes do inicio da reacdo. O ensaio foi realizado
em um espectrofotdmetro Specord M500 (Shimadzu) a 30 °C em um intervalo de 15 minutos,
registrando-se as absorvancias a 340 nm a cada 1 minuto. As fracdes 1 e 2 sdo

estatisticamente diferentes das fracdes 4 e 5 (ANOVA, p<0,05, Student-Newman-Keul, n=6).
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4.5 - Deteccao de proteina de ligacao de ferro na hemolinfa de R. prolixus e

D. saccharalis

Os resultados referentes a presenca de uma atividade de degradacdo de heme e a
presenca de ferro no epitélio intestinal de R. prolixus, levam necessariamente a questdes
referentes ao transporte e metabolismo de ferro nesse inseto. Para tanto foi iniciado um
trabalho de identificacdo de possiveis proteinas de ligacdo de ferro na hemolinfa desse inseto.
A hemolinfa de R. prolixus foi entdo submetida aos processos de ultracentrifugacio em
gradiente de densidade em KBr, utilizando-se hemolinfa de insetos de 5 dias apds a
alimentacdo com sangue de coelho. A hemolinfa foi centrifugada a 100.000 xg durante 16
horas. No entanto, os resultados obtidos ndo foram satisfatérios. Quando foram alterados o
tempo de centrifugacdo e a velocidade de centrifugacio, utilizando agora 142.000 xg por 20
horas, foi possivel observar, no fundo do tubo, um pequeno sedimento marron. Este
sedimento foi coletado e, apds ser ressuspenso em tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 7.0,
foi aplicado em gel de poliacrilamida (7-22%) na auséncia de SDS. Todo o sedimento
encontrado no fundo do tubo que continha hemolinfa de aproximadamente 170 Rhodnius foi
usada para aplicagc@o no gel. O gel foi submetido a uma etapa de coloracdo com ferricianeto
de potéssio 1% em HCI 0,1 N, e uma tnica banda corada com baixa mobilidade no gel foi
observada (figura 16A). O mesmo procedimento foi realizado com a hemolinfa de um animal
fitéfago, D. saccharalis, o que gerou um excelente rendimento com a formagdo de um
pronunciado sedimento marron no fundo do tubo. Quando este sedimento foi ressuspenso em
tampao fosfato de s6dio e submetido a eletroforese, nas mesmas condi¢des descritas para R.
prolixus, foi detectada uma banda em uma regido similar a observada em R. prolixus, (figura
16A). Como pode ser visto na figura 16B, as amostras ainda ndo estdo totalmente purificadas,
mas o intuito do experimento foi apenas a visualizacdo de proteinas que pudessem conter

ferro associado as mesmas.
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Figura 16 — (A) Gel de poliacrilamida nativo (7-22%) das amostras do fundo do tubo apds
ultracentrifugacdo da hemolinfa de R. prolixus (fRH) e de D. saccharalis (fDs). Os
sedimentos foram ressuspensos em 200 puL de tampdo fosfato de sédio 50 mM, pH 7,0.
Aproximadamente 50 pUL de cada amostra foram aplicados em cada raia, sem levar em
consideragdo a quantidade de proteinas totais. Nos 50 UL da amostra de Rhodnius estava todo
o sedimento depositado no fundo do tudo correspondente apds a centrifugacdo de 5 mL de
hemolinfa. Apds eletroforese o gel foi corado para ferroproteinas como em materiais e
métodos. A seta indica a posicao da proteina corada. (B) O mesmo gel mostrado em A, corado

por azul de Coomassie.
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4.5.1 - Caracterizacdo da proteina de ligacao de ferro da hemolinfa de D.

saccharalis

Ap6s detecgdo das ferroproteinas nas hemolinfas de R. prolixus e D. saccharalis, a
proxima etapa foi a caracterizag@o desta proteina. A proteina da hemolinfa de D. saccharalis
foi a proteina utilizada ji que a proteina da hemolinfa de R. prolixus se encontrava em
quantidades muito baixas para os estudos de isolamento e caracterizacdo. Usando entdo a
proteina encontrada na hemolinfa de D. saccharalis, iniciamos os estudos de caracterizagdo
explorando uma caracteristica intrinseca de proteinas de ligacdo de ferro tipo ferritina. A
proteina (proveniente do sedimento apds a ultrcentrifugacdo) foi aplicada em um gel nativo e,
apos a corrida eletroforética, a banda correspondente a proteina, que durante o procedimento
eletroforético migrou como uma banda com coloragdo marron, foi retirada do gel e submetida
a um procedimento de tratamento térmico. Aquecemos a proteina extraida do gel durante 30
minutos a 75 °C. Ap6s o tratamento térmico, a proteina foi novamente submetida a
eletroforese em condicdes nativas. A figura 17 mostra que a proteina apresenta 0 mesmo
padrdo de migracdo que aquele apresentado anteriormente. Apds coloragdo com ferricianeto
de potéssio 1% em HCI 0,1 N a presenga de ferro foi ainda observada associada a proteina,
mostrando que esta apresenta resisténcia a altas temperaturas. Apds tratamento térmico a
proteina foi submetida a eletroforese em condicdes desnaturante e redutora. Nessa nova
situacdo a presenca de duas subunidades majoritarias foi observada (figura 17C). Estas duas
subunidades majoritarias foram submetidas ao sequenciamento automdtico parcial por
degradacdo de Edman. Foram obtidos 19 residuos de aminoicidos para cada subunidade e,
quando comparadas estas seqiiéncias com as ja conhecidas para outros insetos, foi observada
uma similaridade alta destas com as de outras ferritinas ja descritas (figura 18A e 18B). Com

as seqiiéncias, foi possivel confirmar que de fato esta proteina € uma ferritina.
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Figura 17 — Gel de poliacrilamida da ferritina isolada da hemolinfa de D. saccharalis. A: Gel

nativo (7%) com a proteina extraida de um gel nativo e previamente tratada com calor, corado
com azul de Coomassie. 1 — hemolinfa total; 2 — ferritina extraida do gel e submetida ao
tratamento térmico a 75°C por 30 minutos. B: O mesmo gel mostrado em A, agora corado
com ferricianeto de potassio 1% em HCI 0,1 N. 3 — hemolinfa total; 4 — ferritina, como em A,
raia 2. C: Gel de poliacrilamida (12%) na presenca de SDS corado por prata. Neste gel a
ferritina foi extraida do gel nativo e submetida ao tratamento térmico como em B. 5 — ferritina

como em A e B.
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Figura 18A - Alinhamento de seqiiéncia da subunidade de aproximadamente 32 kDa da ferritina de D.

saccharalis com as subunidades da ferritina de Trichoplusia ni e de outros insetos.
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Figura 18B — Alinhamento de seqiiéncia da subunidade de aproximadamente 26 kDa da ferritina de D.

saccharalis com as subunidades da ferritina de Trichoplusia ni e de outros insetos.
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4.5.2 - Purificacio da ferritina de D. saccharalis

Ap6s ultracentrifugacdo da hemolinfa de D. saccharalis em gradiente de KBR, o
sedimento marron no fundo do tubo foi ressuspenso em tampao tris-HCI 50 mM, pH 8.4,
aquecido a 75 °C por 30 minutos e dialisado contra 0 mesmo tampao. Esta amostra foi em
seguida submetida a cromatografia de gel filtracio em uma Superose 6B. A ferritina
purificada foi obtida em um volume de retencdo de 14 mL (figura 19). O gel de poliacrilamida
(12%) em condigdes desnaturante e redutora revelou a presenca das subunidades
caracteristicas da ferritina, mostrando que a ferritina se encontra em um grau satisfatério de

purificacdo, como pode ser visto na figura 20.
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Figura 19 — Isolamento da ferritina através de cromatografia de gel filtracdo em Superose 6B
(FPLC) apés ultracentrifugacdo e tratamento térmico. A coluna foi eluida com tris-HCI 50

mM, EDTA 1 mM, pH 8,0 e o fluxo foi de 0,2 mL/minuto. A seta indica onde estd sendo

eluida a ferritina.
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Figura 20 — Gel de poliacrilamida (12%) na presenca de SDS da ferritina isolada da hemolinfa
de D. saccharalis. 1 — Padrao de peso molecular; 2 — hemolinfa total; 3 — fracdo obtida do
fundo do tubo apds ultracentrifugacdo e aquecimento a 75°C por 30 minutos, seguida de
centrifugacdo; 4 — Ferritina purificada a partir da hemolinfa de D. saccharalis, eluida da

Superose 6. Em cada raia hd o correspondente a 30 pg de proteina.
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4.5.3 — Dosagem de ferro na ferritina purificada

Com a proteina purificada foi realizada a quantificacdo de ferro associado a molécula
utilizando o espectrdmetro de massa acoplado a fonte de plasma induzido (ICP-MS).
Pudemos verificar que a ferritina de D. sacharalis carrega uma massa aprecidvel de ferro,

onde a razdo ferro/proteina alcanga 0,296 (tabela 1).

Tabela 1 — Quantificagdo de ferro na ferritina purificada. A massa de ferro é mostrada por

massa de proteina. Os dados s@o representados como média e desvio padrdo para 3

quantificacdes.
Ferritina (ug/mL) Ferro (ug/mL) Razdo Ferro/Ferritina
777,43 +22,02 230,51 + 15,88 0,296

4.5.4 - Focalizacao isoelétrica das subunidades da ferritina de D. saccharalis

Depois de chegarmos & homogeneidade da proteina, a proteina foi submetida a
uma eletroforese bidimensional para determinagdo do ponto isoelétrico das subunidades da
ferritina. O resultado mostrou que a ferritina estava homogénea pelos critérios analisados e os
pontos isoelétricos das bandas observadas foram 6,44, 6,66 e 6,81 (figura 21). Foi observada
ainda a presenga de uma banda protéica na altura das subunidades de maior peso molecular da
ferritina. Provavelmente isto se trata de uma isoforma da proteina ou subunidades que sejam

expressas em menor quantidade.
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Figura 21 — Eletroforese bidimensional da ferritina de D. saccharalis. A faixa de pH foi de 3 a
10 (da esquerda para a direita). Os pontos estdo numerados como 1, 2 e 3. O ponto de nimero
2 corresponde a uma banda que aparece discretamente na SDS-PAGE, da figura 20. Na caixa

estdo os respectivos valores de pl para cada spot.
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4.6 - Incorporacio de ferritina marcada com FITC por ovécitos de D.

saccharalis

Ap6s a purificacdo da proteina os esfor¢os foram direcionados para o enderecamento
da proteina na D. saccharalis. A proteina marcada com FITC foi injetada na hemocele do
inseto. Ap6s 6 horas e 30 minutos desde a injecdo, os ovérios destes insetos foram dissecados
e lavados exaustivamente em solugdo salina (NaCl 0,15 M) gelada. Apds lavagem, os
ovocitos foram analisados por microscopia de fluorescéncia. A andlise revelou a presenca de
ferritina marcada com FITC (ferritina-FITC) no interior dos ovécitos de D. saccharalis
(figura 22). A ferritina-FITC foi entdo incubada com ovdcitos utilizando-se como meio de
incubacdo a prépria hemolinfa do inseto. Apds 5 minutos os ovécitos foram observados por
microscopia de fluorescéncia. A figura 23 mostra que a proteina esta inicialmente localizada

perifericamente nos ovdcitos.
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Figura 22 — Incorporagdo de ferritina pelos ovécitos de D. saccharalis. Fémeas adultas foram
injetadas com 10 pg de ferritina marcada com FITC e 6 horas e 30 minutos apds a inje¢éo
seus ovarios foram dissecados, lavados em PBS e observados no microscépio de
fluorescéncia. A e B ovdcitos controle, visto sob contraste interferencial (DIC) e fluorescéncia

respectivamente; C e D, ovdcitos de insetos injetados. DIC e fluorescéncia, respectivamente.
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Figura 23 — Incorporagdo de ferritina marcada com FITC no tempo de 5 minutos apds
incubacdo in vitro. Os ovérios de fémeas adultas foram dissecados e incubados em hemolinfa
fresca contendo ferritina marcada com FITC (10ug/300uL). Apds 5 minutos os ovarios foram
lavados com PBS e observados no microscépio confocal a laser. A, DIC; B, fluorescéncia nos
ovdcitos marcados; C, sobreposi¢ao das imagens de A e B, mostrando a localizacdo periférica
da ferritina. No controle, incubado com ferritina sem FITC, assim como na microscopia de

fluorescéncia, ndo houve a deteccdo de fluorescéncia na regido especificada.
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5 - Discussao

O Rhodnius prolixus se caracteriza pela ingestdo de grandes quantidades de sangue em
cada sessdo alimentar. A ingestao desta grande quantidade de sangue resolveria um problema

imediato de ndo precisar se expor por tantas vezes
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Eles também mostram que a elevacdo da emissdo em 545 nm ocorre na presenca de lipideos,
ou de qualquer composto que diminua a participacdo da dgua na interagdo. Em nossos
experimentos, verificamos aumentos na emissdo nos comprimentos de onda citados, o que nos
sugere a associacdo deste andlogo do heme com proteinas e lipideos. A associagdo com
proteinas corrobora com os dados obtidos por Dansa-Petretski er al. (1995), citados
anteriormente. Uma outra informacdo obtida com o experimento foi o aparecimento de um
pico de emissdo em torno de 630 nm. Ainda ndo temos explicacio para este dado, mas pode
sugerir uma forma adicional de associacio do andlogo do heme com componentes da
hemolinfa de R. prolixus.

Sabendo que o heme atravessa o epitélio intestinal de R. prolixus, é possivel se
imaginar estruturas celulares que pudessem estocar o heme durante 0 momento em que este
estiver atravessando as células epiteliais. Sendo assim, foi verificada a presenca de estruturas
que fossem candidatas ao papel de estoque de heme nas células epiteliais do intestino médio
posterior. Essas células em insetos de 4 dias apds a alimenta¢do em sangue de coelho foram
observadas através da microscopia eletronica de transmissdo, e a presenca de numerosas
estruturas eletrondensas foi observada. Estas estruturas sdo envoltas por membrana e se
encontram distribuidas homogeneamente na célula epitelial. Quando foram analisados
epitélios intestinais de insetos de 5 dias ap0s a alimentacdo sem qualquer etapa de pds-fixagao
e contrastacdo, foi verificada ainda a presenca de material eletrondenso no interior de
estruturas como as citadas acima. A espectroscopia de perda de energia de elétrons e as
imagens espectroscopicas revelaram a presenca de ferro e oxigénio no interior destas
estruturas, como pode ser visto na figura 9. Utilizando a diaminobenzidina, detectamos
atividade peroxiddsica associada ao anel porfirinico nas estruturas eletrondensas nas células
epiteliais de insetos de 5 dias apds a alimentacdo. Estes dados sugerem que o heme que
atravessa as células do epitélio intestinal, no inicio do processo digestivo, é estocado em
estruturas envoltas por membranas. Estruturas similares a estas foram descritas por Miyoshi et
al. (1995), que realizaram um estudo similar utilizando mucosa duodenal de rato. Segundo os
autores, estas estruturas poderiam estar funcionando como sitio de degradacdo de heme para
reciclagem do ferro. Em outro modelo experimental, Lara er al. (2003) mostraram estruturas
contendo heme nas células digestivas do intestino do carrapato bovino Boophilus microplus.
Estas estruturas foram chamadas de hemossomos e estocam heme proveniente da digestdao

sanguinea, funcionando assim como uma estrutura responsdvel por isolar uma grande

53



quantidade de heme das estruturas celulares no epitélio intestinal do carrapato. Em 2005, Lara
et al. demonstraram a rota do heme nas células digestivas. O heme liberado da hemoglobina
nas vesiculas digestivas durante a digestdo € transportado para os hemossomos. Os autores
mostraram a presenga de proteinas que podem estar envolvidas nesse transporte e
armazenamento do heme.

Em R. prolixus, as estruturas encontradas nas células do epitélio intestinal além de
apresentarem-se delimitadas por uma membrana, também podem se apresentar envoltas por
reticulo endoplasmético. Estas estruturas reticulares ao redor das estruturas contendo heme
poderiam de alguma forma estar auxiliando em um mecanismo de detoxificacdo de heme,
visto que em mamiferos as heme oxigenases, por exemplo, sdo enzimas microssomais
(Tenhunen et al., 1969).

Uma observagdo relevante foi a presenca de estruturas contendo heme nas células
epiteliais de insetos de 16 dias apds a alimentacdo (figura 10), sugerindo que mesmo em
momentos mais avancadas do ciclo alimentar ainda hé estruturas contendo heme. A alteragcdo
no aspecto das estruturas eletrondensas em momentos do ciclo digestivo também foi
observada durante nossos estudos. Células epiteliais do intestino de insetos de 18 dias apds a
alimentac@o também apresentam estruturas eletrondensas. Entretanto estas estruturas parecem
sofrer mudangas em seu aspecto em momentos avangados do ciclo alimentar. A figura 11A
mostra o aspecto menos compacto de algumas estruturas eletrondensas nas células epiteliais
do intestino de insetos 18 dias apds a alimentagdo em sangue de coelho. Tal observagio
sugere que estas estruturas possam ter algum papel no estoque transitério de heme para uso
posterior no jejum, momento este em que a quantidade de nutrientes disponiveis para serem
absorvidos se encontra baixa na luz do intestino e, visto que o inseto depende de heme para a

ovogénese (Braz et al., 2001). Nossos dados confirmaram essa hipdtese quando os animais
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Tomados em conjunto, os dados apresentados até aqui nos permitem sugerir a
participacdo das estruturas eletrondensas contendo heme ou no estoque temporirio para
mobilizacio em momentos de jejum, ou a participacdo destas estruturas no estoque
tempordrio para isolamento deste heme e posterior degradagdo. Cruz-Oliveira et al .(2002)
demonstraram que tanto no epitélio do vaso dorsal, quanto no epitélio intestinal de R. prolixus
ocorre a produgdo de biliverdina, um dos produtos gerados durante a degradacdo de heme,
além de ferro e CO (mondxido de carbono) (Zhang et al., 2004). Sendo assim, os niveis de
ferro livre no epitélio intestinal de R. prolixus foram analisados nos dias apds a alimentagao.
Os dados mostraram que a partir do 13° dia apds a alimentagdo, existe uma elevagdo dos
niveis de ferro associados ao epitélio intestinal. Coincidentemente, nos momentos mais
avancados do ciclo alimentar o epitélio intestinal de R. prolixus se torna esverdeado,
sugerindo uma maior producio de biliverdina. Como o ferro é também um dos produtos da
degradacdo de heme, nossos dados indicam que pode estar havendo um aumento da
degradacdo do heme nesta fase, com a elevacio nos niveis de ferro (figura 12) e de biliverdina
(dados ndao mostrados). Os aumentos nos niveis de ferro podem ser observados até o 20° dia
ap6s a alimentagdo. Grande parte do ferro gerado no epitélio intestinal pode se associar a
ferritina. Entretanto, a metodologia usada para quantificacdo de ferro no presente trabalho
pode estar subestimando os niveis reais de ferro neste tecido, visto que parte do ferro se
encontra mineralizado no interior da molécula de ferritina (Nichol ez al., 2002). E possivel
que tanto a biliverdina quanto o excesso de ferro estocado nas células do intestino possa ser
eliminado por descamacio do epitélio, sendo eliminado nas fezes (Locke & Nichol, 1992).

No mosquito Aedes aegypti, a alimentagdo com dietas contendo ferro ou heme induz
uma maior expressdo das subunidades da ferritina (Geiser et al., 2003). A ferritina nesse
sistema funciona como um agente protetor contra a citotoxicidade promovida pelo excesso de
ferro livre. O papel protetor da ferritina ja foi mostrado em células endoteliais, onde a agdo da
heme oxigenase € complementada pela acdo citoprotetora da ferritiina (Balla er al., 1992).

Na tentativa de buscarmos dados que nos mostrassem a participacdo das estruturas
eletrondensas no processamento do heme estocado em seu interior, assim como a provavel
participacdo do reticulo endoplasmdtico nesse sistema, resolvemos submeter o epitélio
intestinal de insetos de 4 dias apds a alimentag¢do a um protocolo de obtencdo de fracdes ricas
em reticulo, utilizando um gradiente descontinuo de sacarose. Como pudemos perceber, a

atividade de degradacdo de heme se mostrou elevada nas fra¢des onde a atividade da enzima
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marcadora para reticulo endoplasmético também se encontrou elevada. Yoshinaga et al.
(1982) mostraram que a enzima citocromo c oxidoredutase tem a capacidade de degradar
heme em experimentos com a enzima isolada. Este dado € relevante, pois podemos sugerir a
participacdo desta enzima marcadora de reticulo como uma enzima auxiliar no processo de
detoxificacdo de heme intracelular em R. prolixus. Tomando os dados em conjunto, podemos
sugerir a participacdo de reticulo endoplasmadtico, através de acdo de suas enzimas, no
processamento de heme estocado nas estruturas eletrondensas. Isto nos ajuda a explicar as
observacgdes feitas nas micrografias, onde percebemos a presenca de reticulo ao redor de
estruturas eletrondensas. No sistema utilizado para se averiguar a degradacdo de heme,
constatamos que de fato o epitélio intestinal de R. prolixus pode degradar heme, visto que
quando medimos a produgao de ferro livre em um ensaio de degradacdo de heme na presenca
e na auséncia de NADPH, verificamos que a produgdo de ferro livre ocorre em maior
intensidade na presenga de NADPH como fonte de poder redutor, como ocorre para a heme
oxigenase de Drosophila melanogaster (Zhang et al., 2004) e outras (Tenhumen et al., 1969;
Yoshida & Migita, 2000). Verificamos ainda que as atividades registradas de degradacio sao
relativamente baixas, como também foi mostrado em Drosophila melanogaster (Zhang et al.,
2004). Podemos sugerir que as estruturas eletrondensas t€m um papel importante no estoque
do heme oriundo da digestdo da hemoglobina do hospedeiro vertebrado. Assim passamos a
chaméd-la de hemoxissomo, ji que pelo menos parte do heme parece sofrer degradacgéo
oxidativa nestas estruturas, provavelmente por enzimas (heme oxigenases) contidas nos
reticulos que estdo ao redor das mesmas. E provével que o ferro que esteja sendo liberado
durante a degradacdo do heme seja logo seqiiestrado por ferritina, mantendo-o menos
disponivel, como foi mostrado por Balla ef al. (1992), em endotélio. Uma outra interpretagdo
relevante € que o reticulo ao redor dos hemoxissomas pode também estar sintetizando
proteinas para serem usadas para o transporte de heme ou do ferro. E possivel que a
reutilizacdo deste ferro tenha um papel importante no metabolismo de Rhodnius, visto que ele
apresenta uma rota de sintese de heme (Braz et al., 1999), que tem o ferro como um
componente essencial.

A préxima etapa do trabalho foi a identificacdo de proteinas de ligagdo de ferro na
hemolinfa de R. prolixus. Usando hemolinfa de insetos de quatro dias apds a alimentagdo,
baseados na metodologia descrita por Capurro et al. (1996), ndo foi possivel identificar

qualquer proteina capaz de ligar ferro. A partir de cinco dias apds a alimentacdo e,
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aumentando o tempo e a velocidade de centrifugacdo foi entdo identificada uma proteina de
ligacdo de ferro (16A). No entanto, a quantidade de proteina obtida sempre se mostrou muito
baixa, mesmo quando usamos em torno de 10 mL de hemolinfa. Esta baixa concentragdo
hemolinfética pode sugerir que seu papel principal seja desempenhado ndo na hemolinfa, mas
nos tecidos onde ocorre a degradacdo de heme estocando este ferro para posterior eliminagdo
ou utilizagdo (Locke & Nichol, 1992). Sendo assim, € possivel que os momentos em que
ocorre a degradacdo de heme coincidam com momentos de maior sintese de proteinas de
ligacdo de ferro, como ferritina, no epitélio do vaso dorsal e do intestino de R. prolixus. Isto
representaria uma medida de evitar quantidades perigosas de ferro livre, como ocorre no
mosquito Aedes aegypti (Geiser et al., 2003), onde a expressdo de genes que codificam
subunidades da ferritina aumenta quando os mosquitos sdo alimentados com ferro ou heme. E
possivel que o teor de proteinas de ligacdo de ferro na hemolinfa de R. prolixus aumente em
momentos mais avangados do ciclo alimentar. No entanto, a quantidade de hemolinfa nesses
momentos € bastante reduzida, inviabilizando essa abordagem, ji que seriam necessarias
quantidades muito grandes de insetos para os experimentos. Sabe-se que a infeccdo bacteriana
promove aumentos nos niveis de proteinas de ligacdo de ferro, como transferrina (Yoshiga et
al., 1997).

Nosso outro modelo experimental € a Diatraea saccharalis, a broca da cana-de-agticar.
Utilizando este modelo € possivel obter grandes quantidades de hemolinfa, de onde se
obtiveram quantidades aprecidveis de uma proteina que apresentava uma coloragdo marron. A
caracterizacdo da proteina através de tratamento térmico, estudos eletroforéticos e
seqiienciamento amino-terminal, mostrou que esta é uma ferritina. Apds centrifugacdo da
hemolinfa de D. saccharalis, podem-se obter quantidades significativas de ferritina, o que
possibilitou a continuidade do trabalho visando entender a participacdo desta proteina no
metabolismo de ferro neste modelo. A ferritina encontrada em D. saccharalis é muito similar
as ja descritas para outros lepidopteras como Manduca sexta (Winzerling et al., 1995b) e
Galleria mellonella (Kim et al., 2001). Esta proteina apresentou massa molecular, em
condi¢des nativas, de aproximadamente 440 kDa, apresentando subunidades com massas
moleculares em torno de 32 e 26 kDa, também muito similares as descritas para Manduca
sexta e Galleria mellonella (Winzerling et al., 1995b; Kim et al., 2001). Além disso, o
seqiienciamento amino-terminal das subunidades desta proteina revelou que estas apresentam

uma alta identidade com as subunidades de outras ferritinas descritas para outros insetos

57



(Hamburger et al., 2005). A eletroforese bidimensional nos mostrou que a ferritina estava
homogénea de acordo com os pardmetros de andlise utilizados e os pontos isoelétricos das
subunidades foram 6,44 e 6,81. Um terceiro spot foi registrado, aquele com ponto isoelétrico
de 6,66, que pode corresponder a uma banda que aparece discretamente logo abaixo da banda
de aproximadamente 32 kDa, muito similar ao ja descrito em lepdopteras (Winzerling et al.,
1995b; Kim et al., 2001). O aparecimento de uma terceira banda com estas mesmas
caracteristicas foi registrada em Manduca sexta durante os procedimentos de purificacdo
(Winzerling et al., 1995b). Podemos perceber ainda a presenca de uma banda protéica na
altura das subunidades de maior peso molecular. Provavelmente isto se trata de uma isoforma
da proteina ou uma subunidade que seja expressa em menor quantidade, o que também é
descrito para Manduca sexta (Winzerling et al., 1995b).

Com a proteina purificada, resolvemos marcd-la com FITC para darmos inicio aos
estudos sobre a participacdo desta proteina no metabolismo de ferro em D. saccharalis. A
injecdo da proteina marcada na hemolinfa de D. saccharalis e, posteriormente a andlise dos
ovérios (6 horas e 30 minutos apds) através da microscopia de fluorescéncia, mostrou a
marca¢do com FITC no interior dos ovdcitos (figura 22). Este dado mostra que a ferritina é
incorporada pelos ovdcitos.. Nos experimentos de incubagdo de ovdcitos com a proteina
marcada, utilizando como meio de incubagdo a propria hemolinfa pode-se perceber que apds
apenas 5 minutos de incubacdo com a proteina marcada, esta se encontra localizada
perifericamente nos ovdcitos (figura 23). Até onde sabemos, esta é a primeira demonstragdo
de incorporacgdo de ferritina pelos ovdicitos em crescimento, o que caracteriza esta como mais
uma proteina vitelogénica. Estes dados apontam para o fato de que a ferritina pode ser uma
importante fonte de ferro para o embrido que se desenvolverd, assim como a RHBP pode ser
uma potencial fonte de heme para o embridao nos ovos de R. prolixus (Braz et al., 2001). A
ferritina de D. saccharalis pode armazenar o equivalente uma aprecidavel quantidade de ferro.

Nossos dados estdo de acordo com os obtidos por outros grupos que analisaram a razao
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Ainda com a proteina purificada, geramos anticorpos policlonais contra a ferritina de
D. saccharalis. Porém estes anticorpos se mostraram muito inespecificos, sendo improprios
para a realizacdo de experimentos como Western blot e imunolocalizacdo. A baixa
especificidade destes anticorpos pode ser devido a utilizagcdo da proteina nativa, que apresenta
uma alta massa molecular. Uma proteina com alta massa molecular pode ser capaz de
promover a produgdo de anticorpos contra varios epitopos conformacionais, que podem ser
muito similares a vdrias outras proteinas presentes nos tecidos do inseto utilizado. Estes
anticorpos seriam também utilizados em experimentos de imunomarcacdo e Western blots

tanto em D. saccharalis quanto em R. prolixus.
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6 — Conclusoes

Ao final dessa etapa de nosso trabalho, podemos concluir:

e Como o andlogo do heme (palddio meso-porfirina) pode atravessar as células do
epitélio intestinal de R. prolixus, é provéavel de o heme também possa atravessar, o
que estd em concordancia com dados j4 publicados;

e As células do epitélio intestinal de R. prolixus apresentam estruturas envoltas por
membranas que apresentam heme em seu interior. Estas estruturas apresentam
modifica¢des em seu aspecto em momentos mais avangados do processo digestivo;

e Ao redor das estruturas celulares contendo heme, neste trabalho designadas como
hemoxissomos, estio estruturas como reticulo endoplasmatico;

® Ao final do processo de digestdo, ocorre a disponibilizacdo de ferro, um dos produtos
de degradacgdo de heme;

¢ Os hemoxissomos, juntamente com estruturas como reticulo endoplasmaético,
desempenham um papel no processo de detoxificacdo de heme nas células do epitélio
intestinal de R. prolixus. O reticulo endoplasmadtico, que estd em contato com o0s
hemoxissomos, estdo contribuindo com enzimas capazes de degradar pelo menos parte
do heme contido em seu interior;

¢ A hemolinfa de R. prolixus apresenta uma provavel proteina de ligacdo de ferro. Esta
pdde ser detectada, porém em concentracdo extremamente baixa no momento
analisado;

¢ A hemolinfa do nosso segundo modelo experimental, a broca da cana-de-aguicar (D.
saccharalis), apresenta uma ferritina com duas subunidades majoritdrias. As
seqiiéncias amino-terminais das duas subunidades majoritdrias apresentam um alto
grau de identidade com subunidades de ferritinas de outros lepiddpteras;

e Qs ovdcitos de D. saccharalis sdo capazes de captar ferritina da hemolinfa. Esta
ferritina pode carregar aproximadamente 3 vezes a sua propria massa em ferrro, o que
aponta esta proteina como um excelente reservatorio de ferro para organismos que

necessitam de ferro.
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However, haem is also a potent catalyst of oxygen radical
reactions (Liu et al., 1985; Gutteridge and Smith, 1988),
and the generation of free haem could be potentially
dangerous to the haematophagous insects. Haem can also
associate with phospholipids membranes, altering the
bilayer structure which leads to cell disruption (Schmitt
et al., 1993).
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