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Resumo 

 

As -glucosidases (α-D-glicosídeo glicohidrolase; EC 3.2.1.20) catalisam a 

exohidrólise de ligações glicosídicas do tipo -1,4 das extremidades não redutoras de 

oligo ou polissacarídeos. Em adição a esta atividade hidrolítica, α- 

glucosidases têm papéis secundários, como a formação de hemozoína através da 

biocristalização de heme no intestino do inseto hematófago Rhodnius prolixus. 

Hemozoína (Hz), um cristal de heme conhecido anteriormente como pigmento da 

malária, reduz a toxicidade do heme em alguns organismos hematófagos, tais como 

protozoários, helmintos e insetos. O mecanismo de síntese de Hz permanece mal 

compreendido, mas em Rhodnius prolixus estudos indicam o envolvimento de uma 

enzima α-glucosidase contendo papel nucleador na síntese do cristal. Aqui nós usamos 

neste trabalho informações genômicas obtidas a partir de estratégias de silenciamento 

gênico, para explorar as funções clássicas e alternativas das α-glucosidases de R. 

prolixus, a fim de identificar quais parálogos desta enzima estão associados com a 

formação de hemozoína. Através de análises computacionais encontramos cinco α-

glucosidases no genoma de R. prolixus, que chamamos α-glucosidases A, B, C, D e E. 

A denominada de α-glucosidase F, sequenciada por Mury et al. (2009), tambem foi alvo 

deste estudo. Os dsRNAs foram injetados na hemocele de fêmeas adultas, e essas foram 

monitoradas quanto à mortalidade, oviposição e viabilidade de ovos postos. Enquanto o 

silenciamento da α-glucosidase C não alterou oviposição e viabilidade de ovos, o 

silenciamento de cada uma das outras isoformas resultou na redução da oviposição, 

embora sem impacto na viabilidade dos ovos. A expressão relativa dos genes, atividade 

da α-glucosidase e formação de hemozoina (Hz) foram medidas após o silenciamento 

gênico. Outro objetivo deste estudo foi testar a hipótese de que a α-glucosidase de 

outros organismos também teriam a capacidade para formar Hz in vitro. Esta hipótese 

foi testada utilizando extratos de proteínas de insetos hematófagos e não hematófagos, e 

diferentes organismos não-insetos. Os nossos resultados indicam que extratos proteicos 

a partir de várias fontes têm o potencial para cristalizar heme in vitro. Esta atividade é 

provavelmente relacionada com α-glucosidases. Assim, estas enzimas parecem ter a 

capacidade de desintoxicar heme mesmo em organismos não hematófagos. Esta função 

latente pode representar um passo evolutivo, pré-adaptativo, crucial na adoção de 

hematofagia nos hemoparasitas. 
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Abstract 

 

The α-glucosidases (α-D-glicosídeo glicohidrolase; EC 3.2.1.20) are enzymes that 

hydrolyze terminal, non-reducing (14)-linked -D-glucose residues, releasing -D-

glucose. In addition to this canonical hydrolytic activity, α-glucosidases have secondary 

roles, such as hemozoin formation through heme biocrystallization in the midgut of 

Rhodnius prolixus. Hemozoin (Hz) is a heme crystal initially known as malaria 

pigment. This crystal reduces the heme toxicity in hematophagous organisms such as 

protozoan, worms and insects. The mechanism of the Hz synthesis is still poorly known 

and studies on the blood-sucking insect Rhodnius prolixus indicate the involvement of 

an α-glucosidase enzyme in the hemozoin formation. Here, we used genome 

information obtained from gene silencing strategies to explore classical and alternative 

roles of R. prolixus α-glucosidases, in order to identify which α-glucosidase paralogs are 

associated with hemozoin formation. Through computational analysis, we found five α-

glucosidases in the R. prolixus genome, which we named -glucosidases A, B, C, D and 

E. A sixth R. prolixus paralog (Mury et al., 2009), named α -glucosidase F, was also 

included in the study. The dsRNAs were injected in female hemocoel, and females were 

monitored for mortality, oviposition and egg viability. While silencing of α-glucosidase 

C did not alter oviposition and viability, silencing of each of the other isoforms resulted 

in reduced oviposition, although with no impact in egg viability. Relative expression, α-

glucosidase activity and hemozoin biocrystallization were measured after silencing. 

Another  objective of this study was to test the hypothesis that α-glucosidases from 

other organisms present the ability to form Hz in vitro. This hypothesis was tested for 

the protein extract from no hematophagous insects and no insects samples. Our results 

indicate that protein extracts from various sources have the potential to crystallize heme 

in vitro. This activity is probably related to α-glucosidase. Thus, these enzymes appear 

to have the ability to detoxify heme even in non-hematophagous organisms. This latent 

function may represent an evolutionary step, pre-adaptive and crucial the adoption of 

hematophagy in hemoparasites. 

 

Keywords: RNA-mediated interference, functional genome, glycosidase, hemozoin, 

heme biocrystallization. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 O Rhodnius prolixus  

 

Dentre os artrópodes, a classe Insecta é a mais numerosa, com mais de 1 milhão 

de espécies descritas, constituindo a maior classe de animais existente. Das inúmeras 

espécies de insetos descritas, estima-se que aproximadamente 14.000 sejam 

hematófagas (Lehane, 1991). Acredita-se que os primeiros insetos hematófagos 

surgiram no período Cretáceo (Lukashevich e Mostovski, 2003; Mans e Neitz, 2004) e 

que o aparecimento da hematofagia neste grupo ocorreu paralelamente ao início da 

divisão de mamíferos e aves, acompanhados pela diversificação e expansão dos animais 

terrestres (Lehane, 2005).  

Os insetos hematófagos são vetores de diversos agentes etiológicos causadores 

de doenças como a malária, dengue, leishmaniose, febre amarela e doença de Chagas, 

tornando este grupo extremamente importante sobre o ponto de vista médico (Stiebler, 

2008). 

A ordem Hemiptera contém cerca de 80.000 espécies, constituindo-se no grupo 

dominante de insetos de metamorfose simples. Pertencem a esta ordem os conhecidos 

barbeiros, percevejos, pulgões, cigarras e outros (Lehane, 1991). O trato intestinal 

parece ser o responsável pela capacidade que os Hemipteras têm de explorar um grande 

número de recursos alimentares, o que permitiu a sua capacidade adaptativa 

(Damasceno-Sá et al., 2007). Neste grupo estão insetos com hábitos alimentares 

bastante diversos, como hematófagos, sugadores de seiva, sugadores de sementes, 

predadores de outros insetos (Lehane, 2005). 

Rhodnius prolixus é um hemíptera hematófago obrigatório da família 

Reduviidae, subfamília Triatominae, cujos representantes são popularmente conhecidos 

como “barbeiros”. Seu ciclo biológico de desenvolvimento passa pelas fases de ovo, 

ninfa (com cinco estádios ninfais) e adultos machos e fêmeas (Figura 1) (Lent & 

Wygodzinsky 1979). Todos os estádios de vida, e também ambos os sexos, têm o 

mesmo hábito alimentar (Figura 1). Isto faz destes insetos bons vetores de doenças, 

pois um inseto imaturo tem o mesmo potencial para transmitir a doença que o inseto 

adulto (Aldana et al., 2001).  

O triatomíneo R. prolixus destaca-se por ser considerado o principal vetor do 

Trypanosoma cruzi, no norte da América do Sul, em países como Colômbia e 
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Venezuela, e em vários países da América central, onde apresenta hábitos quase que 

exclusivamente domésticos (Lehane, 1991; Schofield 1994). O R. prolixus é também 

um modelo clássico para estudos de biologia e fisiologia de insetos (Fresquet & Lazzari 

2011). 

 

                Figura 1: Ciclo de vida de R. prolixus. Ovos, cinco estádios de ninfas e adulto de 

Rhodnius prolixus. (Vetores da Doença de Chagas na Região Norte do Brasil, FIOCRUZ, 2009) 

  

 

Neste inseto, cada muda, assim como cada ciclo reprodutivo do R. prolixus, é 

sincronizada por uma alimentação na qual o inseto ingere uma quantidade de sangue 

equivalente a até dez vezes seu peso em sangue (Friend et al., 1965). Após a 

alimentação, o animal passa por um período de jejum prolongado, que pode chegar a 

vários meses. Por volta do terceiro dia após a alimentação, os ovários do R. prolixus já 

se encontram repletos de ovócitos e, por volta do sexto dia após a alimentação, estes 

insetos realizam a postura. As ninfas de primeiro estádio eclodem dentro de um período 

de dez a vinte dias após a postura (Aldana et al., 2001). As próximas mudas só 

acontecem após a ingestão de sangue. O ciclo de vida completo do Rhodnius pode 

chegar a seis meses (Figura 1). 
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1.2. A digestão e o aparelho digestório do R. prolixus 

 

O R. prolixus é um hematófago obrigatório em todas as fases do seu ciclo de 

vida. Seu aparelho digestório é dividido em intestino anterior, médio e posterior. O 

intestino médio, por sua vez, é subdividido em intestino médio anterior e intestino 

médio posterior. O intestino médio posterior é, ainda, subdividido em porção anterior e 

porção posterior (Billingsley & Downe, 1983). Após a ingestão, o sangue é estocado no 

intestino médio anterior (IMA), região onde se inicia uma intensa atividade de hemólise 

(Billingsley, 1990). No IMA ocorrem ainda outros processos como diurese, regulação 

iônica, digestão de carboidratos e processamento de lipídeos (Bauer, 1981; Billingsley e 

Downe, 1989). As células do IMA contêm numerosos esferócitos, estruturas 

multilamelares envolvidas na regulação iônica (Bauer, 1981; Billingsley e Downe, 

1989; Pacheco e Ogura, 1966). O transporte de água é dependente desta regulação 

iônica, consequentemente da funcionalidade destas estruturas. Em R. prolixus os 

esferócitos ocupam seu próprio compartimento celular até os vinte dias após a 

alimentação, quando, então, são absorvidos por lisossomos autofágicos. Os esferócitos 

têm sido considerados como sítios de seqüestro de íons minerais que podem ser 

mobilizados quando requeridos (Billingsley e Downe, 1989).  

Após os eventos que ocorrem no IMA, o os produtos da digestão do sangue do 

hospedeiro vertebrado são digeridos e absorvidos (Lehane, 1991). Estas etapas 

acontecem no intestino médio posterior (IMP). A etapa de digestão das proteínas 

sanguíneas se inicia na porção anterior do IMP, onde catepsinas B e D, aminopeptidase, 

carboxipeptidases e outras enzimas hidrolíticas (Houseman et al., 1985; Ferreira et al., 

1988) estão ativas. Billingsley (1990) mostrou que a porção posterior do IMP apresenta 

uma maior densidade de mitocôndrias, possui uma área superficial maior e exibe uma 

separação clara das membranas do labirinto basal, quando mais nutrientes estão 

disponíveis em etapas mais avançadas da digestão.  

Uma característica marcante no intestino dos Hemípteras é a presença de uma 

estrutura membranosa que reveste as células epiteliais no lado luminal, conhecida como 

membranas perimicrovilares (MPMV). Estas membranas separam o conteúdo luminal 

das células epiteliais durante o ciclo digestivo destes insetos (Silva et al., 2004).  

De maneira geral, o intestino médio de insetos hematófagos mostra poucas 

variações. Por exemplo, em mosquitos o sangue também é estocado e digerido no 

intestino médio posterior, embora o principal grupo de proteinases neste caso seja a 
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tripsina, diferente de Hemíptera nos quais as proteinases digestivas encontradas são 

principalmente do tipo catepsinas (Terra, 1990). Estas diferenças não podem ser 

atribuídas à dieta, mas a uma adaptação relacionada à origem de diferentes ancestrais. 

Este fato reforça a hipótese de que a hematofagia não surgiu em um ancestral comum 

que deu origem a todas as espécies existentes até o momento, mas provavelmente tem 

origem polifilética, como resultado de um processo de convergência adaptativa 

(Wheeler et al., 2001). 

 

1.2.1 – Membranas perimicrovilares  

 

Uma característica da fisiologia digestiva da maioria dos insetos é a presença de 

uma barreira entre o bolo alimentar e o epitélio intestinal. Muitas espécies apresentam 

estruturas extracelulares secretadas pelo epitélio intestinal. Na maior parte dos insetos 

esta camada extracelular recebe o nome de membrana ou matriz peritrófica, uma 

estrutura anatômica quitino-protéica que envolve o bolo alimentar, levando a uma 

compartimentalização do processo digestivo (Terra et al., 1979; Terra e Ferreira, 1994). 

A matriz peritrófica é formada basicamente por quitina, proteínas e proteoglicanos, e 

cria espaços definidos onde enzimas distintas atuam. A matriz peritrófica 

provavelmente foi perdida em ancestrais Hemiptera na adaptação ao ato de sugar o 

floema (Terra, 1990). No lugar de uma matriz peritrófica, a ordem Hemiptera apresenta 

estruturas extracelulares denominadas membranas perimicrovilares (MPMV) por sua 

localização entre as microvilosidades intestinais e sua natureza fosfolipídica (Silva et 

al., 2004). As membranas perimicrovilares envolvem as microvilosidades e se projetam 

para a luz do tubo digestivo, algumas vezes formando camadas sobre as 

microvilosidades das células do intestino médio, provavelmente em todos os 

hemípteros. Essas membranas foram descritas tanto em Heteroptera, quanto em 

Fulgoroidea (superfamília de Homoptera onde se encontram as cigarras, pulgões, 

cigarrinhas e colchonilhas) (Andries e Torpier, 1982; Baerwald e Delcarpio, 1983).  

Diferente da matriz peritrófica, as membranas perimicrovilares são semelhantes 

à membrana plasmática, embora apresentem um teor protéico inferior. As -

glucosidases são proteínas majoritárias presentes nessas estruturas e, por isso, têm sido 

utilizadas como marcadores moleculares de MPMV em Hemiptera (Silva et al., 1996).  

No intestino médio dos insetos, -glucosidases podem ser solúveis ou ligadas à 

MPMV. A localização da α-glucosidase no intestino depende amplamente da posição 
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filogenética do inseto (Terra, et al., 1988, Terra, 1990). As α-glucosidases de membrana 

são proteínas integrais da membrana microvilar em células intestinais de Diptera 

(Espinoza-Fuentes & Terra, 1986; Terra & Jordão, 1991). Em Hemiptera, esta enzima é 

encontrada associada às MPMV (Terra et al., 1988; Silva et al., 2004).  

 No R. prolixus e no D. peruvianus, há evidências de que a digestão de proteínas 

ocorre com a separação espacial da digestão inicial, que envolve a participação de 

proteinases catepsina-símile no lúmen ventricular, e a digestão intermediária, onde 

participa uma aminopeptidase confinada no espaço perimicrovilar (Billingsley & 

Downe, 1985; Ferreira et al., 1988; Terra et al., 1988; Silva et al., 1996).  

Alguns hemípteros podem carregar parasitos em seus intestinos, principalmente 

Tripanosomatídeos. Em algumas destas interações parasita/inseto, a colonização do 

trato digestivo por estes microorganismos parece envolver o ancoramento do parasito às 

membranas perimicrovilares (Romeiro et al., 2000). Assim, estas membranas poderiam 

exercer um papel de barreira contra a entrada destes parasitos na hemocele destes 

insetos, como é proposto para as membranas peritróficas (Beaty e Marquard, 1996).  

A biogênese das membranas perimicrovilares ainda não está completamente 

elucidada. Silva et al. (1995) propuseram uma provável origem das membranas 

perimicrovilares a partir do aparato de Golgi, de acordo com observações de vesículas 

com dupla membrana nas células epiteliais do intestino médio de D. peruvianus. O 

trabalho propõe que haja liberação de vesículas que migram do retículo endoplasmático 

em direção ao aparato de Golgi. A partir desta organela, as vesículas de dupla 

membrana, transportando proteínas secretoras, seriam liberadas dentro do lúmen 

intestinal, depois de fusionar as membranas externas com as membranas microvilares e 

as membranas internas com as membranas perimicrovilares.  

 

1.2.2 – Evolução da hematofagia em artrópodes  

 

A hematofagia surgiu várias vezes ao longo da evolução dos artrópodes 

(Ribeiro, 1995). A evolução do hábito de sugar sangue em insetos parece ter ocorrido 

pela presença de partes bucais pré-adaptadas para perfurar e através da associação 

prolongada entre insetos e vertebrados. Essa relação iniciou-se através da atração de 

insetos para ninhos e tocas dos vertebrados, onde encontrariam calor e umidade 

(Lehane, 2005). Adaptações morfológicas foram claramente necessárias, como a 

modificação das peças bucais do tipo sugadoras (Emmerson et al., 1973).  
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Outra hipótese para explicar o surgimento da hematofagia em insetos é aquela 

que propõe que isso ocorreu a partir de espécies de insetos que se alimentavam de seiva 

de plantas. Esses insetos sugadores de seiva podem ter perdido suas proteases originais, 

visto que vegetais produzem inibidores de serino-proteases. Dessa forma, seletivamente, 

estas enzimas foram descartadas pelos insetos fitófagos (Lehane, 2005). Hemipteras 

fazem uso de proteases do tipo catepsinas com grande eficiência. Sugadores de seiva 

vegetal provavelmente perderam suas proteases e para digerirem novamente proteínas, 

passaram a utilizar enzimas proteolíticas lisossomais do tipo catepsinas,  como enzimas 

digestivas (Houseman et al., 1985; Billingsley & Downe, 1989; Lehane, 2005).  

  Na maior parte dos insetos da família Reduvidae a alimentação se caracteriza 

pela ingestão de grande quantidade de sangue. O Rhodnius prolixus, por exemplo, chega 

a ingerir 10 vezes o seu próprio peso (Figura 2) (Friend et al., 1965).  Esta grande 

quantidade de sangue ingerida de uma só vez minimiza o número de visitas que estes 

ectoparasitos temporários precisam fazer ao hospedeiro e, portanto, diminui o risco que 

estas investidas representam (Lehane, 1991). No entanto, esta grande quantidade de 

sangue ingerida de uma só vez apresenta algumas desvantagens: após o repasto 

sanguíneo, o inseto tem sua mobilidade diminuída em função do seu peso corporal e o 

outro problema é o estresse oxidativo gerado pela liberação de grandes quantidades de 

heme, proveniente da digestão da hemoglobina presente no sangue, no intestino destes 

insetos (Alvarenga, 2005). 

 

  

Figura 2: Alimentação sanguínea de R. prolixus. 1. Antes da alimentação; 2. 

Depois da alimentação – o inseto chega a ingerir até 10 vezes seu próprio peso em 

sangue em uma única alimentação (Stiebler, 2008). 
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1.3 – Heme 

 

O grupo heme, ou ferro-protoporfirina IX (Fe(III)PPIX), pertence à família das 

porfirinas que são moléculas biologicamente importantes relacionadas principalmente 

aos processos de captura e transdução de energia. Porfirinas formam uma família de 

compostos intensamente coloridos, formados por um grande macro-ciclo de vinte 

átomos de carbono e quatro átomos de nitrogênio (Milgron, 1997). O macro-ciclo é 

construído a partir de quatro pequenos anéis pirrólicos, cada anel formado por quatro 

átomos de carbono e um átomo de nitrogênio. Cada um desses anéis é unido ao seu 

vizinho por uma ponte de átomos de carbono (Milgron, 1997; Moreira et al., 2004). O 

grupo heme apresenta um átomo de ferro no centro desta estrutura (Figura 3).  

 

                                

Figura 3 – Representações da estrutura do grupo heme (Fe-protoporfirina IX) 

(Adaptado de Lehninger, 2004). Heme é um macrociclo, formado por 4 anéis pirrólicos 

unidos por pontes metênicas. O átomo de ferro no heme liga-se a 4 nitrogênios no 

centro do macrociclo. 

 

A molécula de heme encontra-se envolvida com processos vitais como a cadeia 

transportadora de elétrons, detoxificação, transporte de oxigênio, sinalização celular, 

decomposição de peróxido e transporte de gases (Bewley et al., 2013; Tsiftsoglou et al., 

2006; Ponka, 1999; Ryter & Tyrrel, 2000). A utilização da molécula de heme ingerida 

por organismos hematófagos poderia ser uma grande vantagem adaptativa uma vez que 

poderia minimizar a utilização da via metabólica de biossíntese de heme, presente na 

maior parte dos seres vivos. Isto de fato parece ocorrer em Rhodnius prolixus, já que 

tem sido demonstrado que uma parte do heme gerado no aparelho digestório é capaz de 
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ser absorvido por este inseto (Dansa-Petretski et al., 1995). Este heme absorvido parece 

regular de uma forma ainda pouco entendida, a ovogênese (Braz et al., 2001).  

 No carrapato bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus o heme derivado da 

digestão parece ser essencial no desenvolvimento de ovos (Lara et al., 2003), já que esta 

espécie não apresenta a via de biossíntese deste composto (Braz et al., 2001). 

Enquanto diferentes funções biológicas do heme são bem conhecidas em 

diversos modelos, um número de efeitos deletérios são direta ou indiretamente 

atribuídos ao heme livre (Ryter & Tyrrel, 2000). O acúmulo de heme na sua forma 

monomérica, livre em solução aquosa, poderia promover a lise de células. Por ser um 

ânion anfifílico, o grupo heme é capaz de alterar a permeabilidade e seletividade da 

membrana (Schmitt et al., 1993). O heme pode causar danos moleculares diversos, 

como a peroxidação lipídica, através da geração de radicais livres, por decomposição de 

peróxidos orgânicos gerando espécies altamente reativas como os radicais alcoxil (RO•) 

e peroxil (ROO•) (Kalyanaraman et al., 1983; Van der zee et al., 1996). 

Sendo assim, diversos mecanismos de proteção contra os efeitos deletérios do 

heme livre tornam-se necessários para os organismos hematófagos, pois a utilização do 

sangue como nutriente representa um grande desafio oxidativo, uma vez que produtos 

gerados na digestão do sangue, como o heme e ferro, são liberados no trato digestivo 

desses organismos (Stiebler, 2008). 

 

1.4 – Defesas antioxidantes em outros organismos  

 

 Na ingestão de sangue em insetos hematófagos uma grande quantidade de heme 

é gerada promovendo um ambiente oxidante que pode, teoricamente, levar o inseto à 

morte. Portanto, os insetos hematófagos devem possuir mecanismos de detoxificação de 

heme e antioxidantes capazes de contrabalançar o efeito do heme (Graça-Souza et al., 

2006). 

 Em mamíferos, a maior parte da detoxificação do heme ocorre através da reação 

catalisada pela enzima heme oxigenase, pela qual o heme sofre uma degradação 

oxidativa gerando biliverdina, monóxido de carbono e íon ferroso (Ryter & Tyrrell, 

2000). Lara et al. (2003) ao estudarem o destino do heme derivado da hemoglobina nas 

células digestivas de Rhipicephalus microplus, carrapato bovino, identificaram a 

presença de uma estrutura que denominaram hemossomos, uma estrutura celular 

envolvida no processo de detoxificação de heme. Outro trabalho do mesmo grupo 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26427633
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mostra a presença de proteínas que estão provavelmente envolvidas com o transporte 

intracelular de heme (Lara et al., 2005).  

O lúmen do intestino dos insetos hematófagos é o primeiro local a enfrentar este 

desafio oxidativo, pois é ali onde ocorre a digestão da hemoglobina (Hb).  Entretanto, 

sabe-se que o heme é capaz de atravessar o epitélio intestinal e atingir a hemolinfa 

(Dansa-Petretski et al., 1995). Diversos mecanismos adaptativos de defesa e 

detoxificação do heme livre têm sido desenvolvidos, não só no intestino mas em outros 

tecidos do Rhodnius prolixus.    

Um destes mecanismos é a síntese de uma proteína de ligação de heme, RHBP 

(Rhodnius-heme binding protein) (Oliveira et al., 1995). Esta proteína presente na 

hemolinfa liga heme inibindo a lipoperoxidação induzida por hemina (Dansa-Petretski 

et al., 1995).  A ação da RHBP ocorre porque esta proteína é capaz de interagir com o 

heme livre e formar um complexo que inibe a geração de radicais livres (Dansa-

Petretski et al., 1995). Em 2002, Pascoa et al. mostraram que a matriz peritrófica de 

Aedes aegypti funciona como uma barreira ao heme derivado da hemoglobina do 

hospedeiro vertebrado e, portanto, pode ser considerada um mecanismo antioxidante 

neste inseto. No mesmo inseto, Devenport et al. (2006) identificaram uma peritrofina – 

um componente protéico da matriz peritrófica – como sendo também uma proteína de 

ligação de heme. 

 Outro mecanismo antioxidante hemolinfático descrito em R. prolixus é a 

presença de altas concentrações de ácido úrico na hemolinfa (Graça-Souza et al., 1997). 

O concentração hemolinfática do ácido úrico chega a 5 mM. Esta concentração aumenta 

em decorrência da alimentação ou à injeção de hemina na hemocele (Graça-Souza et al., 

1997). 

As enzimas antioxidantes também são importantes em R. prolixus uma vez que 

convertem espécies reativas em produtos não reativos ou menos reativos. Paes et al. 

(2001) demonstraram que enzimas antioxidantes como a catalase e a glutationa 

cooperam para controlar a concentração de peróxido de hidrogênio nas células do 

intestino médio de R. prolixus e previnem a geração de radicais hidroxil. Além disso, 

sabe-se que as vias de degradação de heme também são essenciais para o processo de 

detoxificação. Em R. prolixus uma via de degradação de heme possui como enzima 

chave uma heme oxigenase que leva à produção de dicisteinil-biliverdina IXγ (Paiva-

Silva et al., 2002).  No mosquito Ae. aegypti, a via de degradação de heme parece ser 
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amplamente distinta da demonstrada para o hemíptera hematófago R. prolixus (Pereira 

et al., 2007).  

Mais recentemente foi descrita a presença de uma proteína desacopladora UCP4 

nas células do intestino médio de R. prolixus, local onde esta proteína é superexpressa 

em resposta à alimentação com sangue (Alves-Bezerra et al., 2014). A modulação da 

atividade desta proteína altera a taxa de geração de peróxido de hidrogênio no intestino 

médio e ajuda a controlar a ação citotóxica do heme gerado durante a degradação da 

hemoglobina. 

A biocristalização de heme em hemozoina representa outro importante 

mecanismo da diminuição da disponibilidade de heme livre no intestino médio de 

Rhodnius prolixus, e é a primeira defesa contra o heme derivado da hemoglobina do 

hospedeiro vertebrado (Oliveira et al., 1999; 2000, 2011).  

 

1.5 – Formação de hemozoína 

 

A hemozoína (Hz), originalmente descrita como o pigmento da malária, é um 

agregado cristalino de heme. Por muito tempo acreditou-se que a presença de 

hemozoína era exclusiva do Plasmodium. Posteriormente a presença de hemozoína foi 

descrita em diversos organismos como o barbeiro Rhodnius prolixus (Oliveira et al. 

1999), no helminto Schistosoma mansoni (Oliveira et al., 2000) e no protozoário 

Haemoproteus columbae (Chen & Sullivan., 2001). A Hz é um cristal de coloração 

marrom cuja formação se dá a partir da dimerização do heme, através de ligações ferro 

carboxilato, que, por sua vez, formam pontes de hidrogênio entre si formando o cristal 

(Pagola et al., 2000) (Figura 4).  

 Esta molécula é química e estruturalmente similar à beta-hematina (Slater et al., 

1991). A Hz é um cristal insolúvel em tampão bicarbonato em pH básico e solventes 

apróticos como o dimetil sulfóxido e a piridina (Slater et al., 1991). Em contraste, o 

heme é solúvel em ambos os tipos de solventes, por solvatação das cadeias carboxilato 

ou por coordenação do solvente com o ferro em seu estado férrico (Brown & Lantzke, 

1969). O mecanismo de síntese de Hz é pouco conhecido. Existem indícios de que as 

unidades de heme sejam primeiro dimerizadas através de ligações ferro-carboxilato 

recíprocas. Esta ligação ferro-carboxilato entre hemes adjacentes permite agregar dois 

ou mais dímeros em hemozoína, embora o número exato de unidades de heme em cada 

cadeia não possa ser determinado (Slater et al., 1991). Os dímeros são ainda 
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estabilizados através de pontes de hidrogênio entre os grupamentos propionato não 

dissociados de moléculas de heme de diferentes cadeias (Bohle & Helms, 1993; Bohle 

et al., 1997). A complexa estrutura da hemozoína é mantida por interações iônicas entre 

as moléculas de heme e por ligações de hidrogênio entre as cadeias já formadas. Esta 

estrutura da hemozoína diferencia-se de outras formas, como o monômero de heme, 

apresentando distinta solubilidade, perfil na difração de raio-X e espectrometria de 

infravermelho (FTIR) (Pagola et al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Estrutura da hemozoína segundo Egan, (2008). A seta indica o sentido de 

prolongação das cadeias do cristal. Ocorre ligação entre o ferro de uma molécula de heme com 

o radical carboxilato da molécula de heme adjacente. Diferentes cadeias são mantidas juntas por 

ligações de hidrogênio. 

 

 

A formação de Hz a partir de monômeros de heme necessita de determinadas 

condições nas quais 50% dos grupamentos de ácido propiônico do heme estejam 

desprotonados, o que ocorre em valores de pH iguais ao pKa dos propionatos, sendo 
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estes entre 4,8 – 5,0. Este valor coincide com a faixa de pH do vacúolo digestivo do 

Plasmodium (Ridley et al., 1996), onde esta estrutura foi descrita pela primeira vez e do 

intestino médio de R. prolixus (Oliveira et al., 1999). 

Estudos foram realizados sobre o mecanismo de formação de Hz e, até então, era 

amplamente assumido que hemozoína era simplesmente um produto de degradação, 

possivelmente constituído apenas de hemoglobina parcialmente degradada (Goldie et 

al., 1990). Entretanto, alguns autores, sugeriram que ela poderia consistir de Fe (III) 

PPIX associada com proteínas ricas em glicina (Ashong et al., 1989). Slater et al. (1991) 

assumiram que hemozoína era um polímero de heme. Em 1992, Slater & Cerami 

verificaram que o extrato de trofozoíto capaz de promover formação de hemozoína 

aparentemente era sensível ao calor e apresentava um pH ótimo em torno de 5, próximo 

ao pH do vacúolo digestivo. Isto os levou a propor a existência de uma enzima 

associada à formação de Hz, que foi denominada heme polimerase.  

Dorn et al. (1995) mostraram que existe uma taxa de formação espontânea de 

hemozoína, que ocorre em temperatura fisiológica. Entretanto, a autocatálise se mostrou 

lenta para explicar a formação de hemozoína in vivo. 

Bendrat et al. (1995) sugeriram que os lipídios promovem a formação de 

hematina e que tanto hemozoína como β-hematina são “contaminadas” com lipídios, o 

que justificaria o comportamento auto-catalítico. Dorn et al. (1998) investigaram o 

processo de formação de hemozoína in vitro e verificaram, inicialmente, que a formação 

de hematina ocorre espontaneamente mesmo na ausência de Hz pré-formada, após 

muitos dias de ensaio. No entanto, os mesmos autores verificaram que o processo é 

mais rápido quando foi adicionado um extrato acetonitrílico de trofozoítas de malária, 

resultado reproduzido quando lipídios eram utilizados no ensaio. Sullivan et al. (1996) 

mostraram que uma Proteína Rica em Histidina II (HRPII), abundante em P. 

falciparum, também é capaz de catalisar ou iniciar a formação de hemozoína in vivo. De 

acordo com Egan (2008a), a estrutura da hemozoína foi proposta como sendo um 

polímero de heme e o termo polimerização era muito usado. Porém, Pagola et al. (2000) 

verificaram que a hemozoína não é um polímero, mas sim um dímero de Fe(III)PPIX. 

No entanto, o processo de formação de Hz ainda é controverso. Segundo Egan (2008b) 

provavelmente, o crescimento do cristal é um processo autocatalítico, pois após ocorrer 

a nucleação (formação do primeiro dímero), outras moléculas aderem a este núcleo. A 

contribuição de proteínas, em maior escala, bem como de lipídios neste processo ainda é 

pouco compreendida. Devido a existência de poucas evidências acerca da função das 



29 

 

proteínas HRP na síntese de hemozoína, Jackson et al. (2004) investigaram a 

participação de lipídios neutros neste processo em P. falciparum. Um pouco depois, 

Pisciotta et al. (2007) alteraram a perspectiva do processo de formação de hemozoína, 

confirmando que o cristal é formado no interior dos corpos lipídicos dentro do vacúolo 

digestivo do parasita. A presença de proteína ou proteínas no processo de síntese de 

hemozoína havia sido totalmente excluída. No entanto, uma proteína presente em 

pequenas quantidades poderia agir como sítio de nucleação para a formação de 

hemozoína (Egan, 2008a). Em Plasmodium, tem sido sugerida a participação de HRP 

(Lynn et al., 1999) e em Schistosoma mansoni a influência de lipídios (Oliveira et al., 

2005). Pandey et al. (2003) verificaram que a formação de Hz na presença de HRPII 

sozinha não é rápida o suficiente e também pode requerer a participação de lipídios. Em 

2008, outro grupo de proteínas foi identificado como promotoras da síntese de Hz em 

Plasmodium (Jani et al., 2008). Esta proteína foi denominada HDP, do inglês “heme 

detoxification protein”. 

Nosso grupo mostrou que uma -glucosidase da membrana perimicrovilar de R. 

prolixus promove a síntese de Hemozoína (Mury et al., 2009).  Neste trabalho, foi 

mostrado que o anti-corpo anti--glucosidase e inibidores da atividade desta enzima, 

como eritritol e DEPC, são capazes de inibir a síntese de hemozoína in vitro. Além 

disso, o silenciamento do gene desta enzima, por injeção de dsRNA construído para o 

gene de uma -glucosidase de Anopheles aquasalis,  resultou em um decréscimo da 

capacidade de síntese de Hz pelo R. prolixus (Mury et al., 2009) .  

 

1.6 – Glicosidases 

 

As glicosidases formam um grupo altamente heterogêneo de enzimas hidrolíticas 

(Bhatia et al., 2002), que participam de processos bioquímicos fundamentais ao 

metabolismo como degradação dos polissacarídeos provenientes da alimentação, 

tornando disponíveis unidades de monossacarídeos para obtenção de energia, 

biossíntese de glicogênio, biossíntese e modificação de α-glicoproteínas celulares e 

catabolismo de peptideoglicanos e outros glicoconjugados (Ganem, 1996; Withers, 

2010). Tais enzimas podem ser importantes também em eventos de sinalização celular, 

invasão viral, e estão presentes nos mamíferos, vegetais, microrganismos e insetos 

(Zechel & Whiters, 2000). 
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Glicosidases são as primeiras enzimas da digestão nos insetos sugadores de seiva 

(Morgan, 1975). Entre as glicosidases, enzimas denominadas α-glucosidases são 

encontradas no intestino médio dos insetos, na forma solúvel ou ligadas a membranas. 

As α-glucosidases de membrana são proteínas integrais da membrana microvilar em 

células intestinais de Diptera (Espinoza-Fuentes & Terra 1986; Terra & Jordão, 1991). 

Na ordem Hemiptera, uma α-glucosidase é encontrada associada às membranas 

perimicrovilares, que envolvem as microvilosidades e se projetam para a luz do tubo 

digestivo, algumas vezes formando múltiplas camadas sobre as microvilosidades das 

células do intestino médio, provavelmente em todos os hemípteros (Terra, 1988; Silva 

et al., 2004). 

As α-glucosidases são conhecidas também por outros nomes como: isomaltase, 

maltase, maltase ácida, glicoinvertase, glicosídeo-sacarase, α-glucosidase lisossomal e 

maltase- glicosidase (Hakamata et al., 2009). 

 

 

1.6.1 - Classificação e estrutura 

 

A Nomenclatura de Enzimas IUB (1984) baseia-se no tipo de reação que as 

enzimas catalisam e sobre a sua especificidade de substrato. Para as glicosil hidrolases 

ou glicosidases (EC 3.2.1.x), os três primeiros dígitos indicam enzimas que hidrolisam 

ligações O-glicosil enquanto que o último número indica o substrato e, às vezes, reflete 

o mecanismo molecular.  Esta classificação é muito útil, especialmente para evitar 

ambiguidades e a proliferação de nomes triviais, e proporciona uma classificação 

original (Henrissat, 1991).  

A classificação do grupo das glicosidases se dá de acordo com a especificidade 

da clivagem da ligação glicosídica, com relação ao número, posição ou configuração do 

grupo hidroxila na molécula de açúcar (Melo et al., 2006). Desse modo, o subgrupo das 

α-glucosidases (α-D-glicosideo glicohidrolases; EC 3.2.1.20) é formado por exo-

glicosídeo hidrolases que são capazes de clivar os resíduos de α-glicosil das 

extremidades não redutoras de substratos α-ligados para liberar α-D-glicose (Chiba, 

1997). No mesmo trabalho, Chiba classificou as α-glucosidases dentro de três grupos (I, 

II e III) dependendo do tipo do substrato. O primeiro grupo consiste nas α-glucosidases 

típicas, que são mais ativas com phenyl-α-glucosideo ou sacarose como substrato em 

vez de maltose. O segundo grupo consiste nas chamadas de “maltases” prontamente 
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hidrolisando maltooligossacarideos. Enzimas do terceiro grupo exibem atividade 

maltase, e podem também hidrolisar α-glucanos. 

Henrrisat (1991) classificou as glicosidases a partir da comparação da sequência 

de aminoácidos de 301 glicosil hidrolases. A partir daí foram criadas 35 famílias que 

englobam enzimas envolvidas no metabolismo de carboidratos.  As -glucosidases são 

encontradas principalmente nas famílias 13 e 31 das glicosídeo hidrolases (Henrissat, 

1991; Lovering et al., 2005). As α-glicosidases da família 13 são mais ativas em 

substratos heterogêneos como, por exemplo, p-nitrofenil α-glicosídeo e sacarose do que 

em relação a maltose, e as enzimas dessa família são incluídas no grupo I. As enzimas 

da família 31 possuem preferência por substratos homogêneos como maltose, 

maltotriose e maltotetraose em comparação com os substratos heterogêneos, e 

compreende as α-glucosidases do grupo II e III. Além disso, α-glucosidases do grupo III 

hidrolisam polissacarídeos, como por exemplo, amilose e amido (Chiba, 1997; Frandsen 

e Svensson, 1998; Macgregor  et al,  2001). As enzimas da familia 13, são aquelas 

produzidas por S. cerevisiae, B.cereus, Bacillus sp. e insetos. Na familia 31, estao 

inseridas as enzimas de plantas, mamíferos e fungos como A. niger, M. javanicus. 

(Henrissat, 1991; Henrissat & Bairoch, 1993; Chiba, 1997; Frandsen & Svensson, 1998; 

Naested et al.; 2006). 

As α-glucosidases são enzimas essenciais para a digestão dos carboidratos. Elas 

clivam a maltose e as unidades menores de oligossacarídeos, após a hidrólise do amido 

pela α-amilase, levando a produção de glicose que será absorvida pelo organismo (Shine  

et al., 2008). Unidades terminais de glicose da amilose ou da amilopectina, também são 

clivadas pela α-glucosidase, embora ela tenha preferência por malto-oligossacarideos 

menores, liberando glicose com uma configuração α (van der Maarel  et al., 2002).  

 Desde o trabalho de Henrissat de 1991, tem sido observado que a classificação 

das famílias de glicosídeo hidrolases baseada apenas na sequência de aminoácidos 

agrupou enzimas de diferentes especificidades ao substrato, ou seja, enzimas com 

diferentes números EC. Atualmente, o CAZy (Carbohydrate-Active Enzymes database-  

http://www.cazy.org) disponibiliza acesso contínuo e online  à classificação de famílias 

baseada além da sequência, na especificidade e na estrutura 3D de enzimas que 

montam, modificam ou quebram oligo e polissacarídeos. 

As -glucosidases são encontradas em cinco famílias de glicosídeo hidrolases 

(GHs): GH4, GH13, GH31, GH97 e GH122, baseado no sistema de classificação 

“Carbohydrate-Active enZymes” (CAZy) (Cantarel  et al., 2009). A família 13 (família 

http://www.cazy.org/
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α-amylase) inclui α-amylases, α-glucosidases, pullulanases, ciclodextrina 

glucanotransferases, 1,4- α-D-glucano, entre outras. As enzimas da família 13 têm 

características estruturais comuns específicas, tais como o domínio catalítico (β/α)8-

barril, que age especificamente em ligações α-1,4- e α-1,6-O-glucosídicas (Henrissat, 

1991; Jespersen et al.,1993; Svensson, 1994, Janecek, 2000).  

 

1.7 –-Glucosidases 

 

As -glucosidases (α-D-glicosideo glicohidrolase; EC 3.2.1.20) catalisam a 

exohidrólise de ligações glicosídicas do tipo -1,4 das extremidades não redutoras de 

oligo ou polissacarídeos (NC-IUBMB, 2006). A ligação glicosídica é uma das ligações 

químicas mais estáveis na natureza, com uma meia-vida para hidrólise espontânea de 

aproximadamente 5 milhões de anos (Zechel & Whiters, 2000). Sequências gênicas de 

milhares dessas importantes enzimas têm sido determinadas e as enzimas 

correspondentes agrupadas em famílias (família 1 a família 106) com base na 

similaridade de suas seqüências (Campbell et al., 1997). As -glucosidases são 

encontradas principalmente nas famílias 13 e 31 e, em menor extensão, nas famílias 4 e 

63 das glicosídeo hidrolases (Lovering et al., 2005).  

Estudos realizados com -glucosidase de Entamoeba histolitica mostraram 

indícios de que existem resíduos de histidina no sítio catalítico desta enzima (Bravo-

Torres et al., 2004). Estas observações foram possíveis pela utilização de uma droga 

(dietilpirocarbonato - DEPC) capaz de modificar resíduos de histidina. Sullivan et al. 

(1996) identificaram proteínas ricas em histidina como candidatas a catalisadoras do 

mecanismo de agregação de heme.   

Glucosidases são as primeiras enzimas da digestão nos insetos sugadores de 

seiva (Morgan, 1975), mas a presença de uma alta atividade dessas enzimas em insetos 

hematófagos, como R. prolixus, sugere que estas são também importantes para insetos 

que se alimentam de sangue (Silva et al., 2004).  

Em Rhodnius prolixus a atividade desta enzima está diretamente relacionada 

com as membranas perimicrovilares, sugerindo a participação dessas membranas na 

síntese de hemozoína (Silva et al., 2007). Provavelmente, a pressão evolutiva 

determinou uma função diferente para esta enzima nestes animais, visto que, proteína, e 
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não carboidrato é o nutriente majoritário presente nas dietas de insetos sugadores de 

sangue. 

 

1.7.1 - Alfa-glucosidases em insetos  

 

Em insetos, a digestão de carboidratos, tanto a inicial quanto a intermediária, é 

realizada por α-amilases e a digestão final por α-glucosidases intestinais (Terra e 

Ferreira, 2005 e 2012). Muitas propriedades do extrato bruto ou parcialmente purificado 

da α-glucosidase de intestino de insetos são conhecidos, mas apenas alguns estudos 

relatam sobre a especificidade da α-glucosidase através de valores cinéticos  (Terra e 

Ferreira, 2005). A ocorrência de uma série de isoformas com diferentes especificidades 

parece estar relacionada com uma participação destas enzimas durante a digestão de 

carboidratos. Na alimentação de floema Hemipteros da subordem Sternorryncha, como 

pulgões e moscas brancas, α-glucosidases parecem estar envolvidas não só na hidrólise 

da sacarose dietética abundante, mas também na osmorregulação no intestino médio 

através da sua atividade transglucosidase (Ashford et al., 2000). 

As α-glucosidases de insetos podem ser encontradas no intestino médio na forma 

solúvel ou ligada à membrana. As solúveis podem ocorrer no lúmen do intestino médio, 

como observado em Coleoptera (Colepicolo-Neto et al., 1986; Baker, 1991), e 

Himenoptera (Schumaker et al., 1993) ou podem permanecer no interior do glicocálix, 

como encontrado em Lepidoptera (Ferreira et al., 1993). Em Musca domestica 

(Diptera), uma α-glucosidase é encontrada no lúmen intestinal e uma outra permanece 

no glicocálix (Terra & Jordão, 1989). As α-glucosidases de membrana são proteínas 

integrais da membrana microvilar em células intestinais de Diptera (Terra e Jordão, 

1991).  

Em Phlebotomus langeroni foi observado que a atividade de α-glucosidase 

aumentou significativamente 1h após a alimentação com sangue e foi mantida até 48hs 

após a alimentação enquanto que, quando outro grupo de insetos foram alimentados 

com sacarose, a atividade também aumentou 1h após a alimentação, porém essa não se 

manteve (Dillon e Kordy, 1997).  

A atividade de α-glucosidase foi detectada também em glândulas salivares dos 

mosquitos Aedes albopictus (Marinotti  et al., 1996) e Anopheles darlingi (Moreira-

Ferro  et al., 1999).  Marinotti  et al. (1990) detectaram também uma α-glucosidase 
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secretada pelas glândulas salivares de Ae. aegypti, em resposta à ingestão de açúcares 

ou sangue.  

Estudos mostraram a atividade de α-glucosidase no intestino de Anopheles 

stephensi, antes e após uma refeição sanguínea (Billingsley e Hecker, 1991) e no 

intestino médio dos flebotomíneos Phlebotomus, Lutzomyia longipalpis (Gontijo et al., 

1998) e Phlebotomus papatasi (Jacobson e Schlein, 2001), sendo correlacionadas com a 

digestão de sacarose. Souza-Neto et al., (2007) identificaram três diferentes α-

glucosidases no intestino médio das fêmeas de Anopheles aquasalis. A presença desta 

enzima foi identificada por caracterização bioquímica e pela identificação dos três 

fragmentos codificantes para α-glucosidases e transcritos codificantes para α-

glucosidases nos tecidos epiteliais do intestino médio. Em estudos com o mosquito 

Anopheles stephensi α-glucosidases ligadas a membranas foram detectadas apenas na 

região médio-anterior do intestino médio após a alimentação sanguínea, ao passo que 

toda atividade α-glucolítica encontrada no intestino médio-posterior estava restrita ao 

lúmen intestinal (Billingsley e Hecker, 1991).  

O pH ótimo encontrado para atividade das α-glucosidases de insetos varia entre 

5,0-6,5 e a massa molecular aparente (Mr) entre 60-80 kDa. Em Anopheles aquasalis, a 

hidrólise do substrato por uma α-glucosidase ocorre em torno do pH 5,5, o que a 

classifica como α-glucosidase  ácida (Terra et al., 1996). 

 

1.7.2– Alfa-glucosidase e a síntese de Hz em R. prolixus 

 

O processo de biocristalização de heme em Hz tem sido mostrado em um grande 

número de organismos, como citado anteriormente. Entretanto, o mecanismo de 

formação do cristal é pouco conhecido. Em R. prolixus foi verificado inicialmente que a 

atividade α-glucosidase aumenta significativamente nos quatro primeiros dias após o 

repasto sanguíneo (Silva et al., 2007). Este aumento coincide com o aumento de Hz no 

lúmen intestinal desta espécie. Como esta enzima é um marcador enzimático das 

MPMV (Silva et al., 1995; 2004), foi   sugerida a participação destas membranas no 

processo de biomineralização de heme (Silva et al., 2007). Posteriormente foi mostrado 

que a α-glucosidase presente nestas membranas tem, de fato, um papel fundamental na 

síntese de Hz em R. prolixus (Mury et al., 2009). Seu papel parece ser o de nucleadora, 

iniciando o processo que culmina na formação do cristal. Já nos momentos iniciais do 

processo digestivo, a cristalização do heme parece ser bastante eficiente do ponto de 
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vista fisiológico, já que 97% do heme derivado da hemoglobina está na forma de Hz no 

intestino médio de R. prolixus (Stiebler et al., 2010).  Stiebler et al. (2011) propuseram 

que a liberação de heme e seu rápido sequestro pela α-glucosidase permite a formação 

dos primeiros cristais que, em seguida, são alongados na interface hidrofílica-

hidrofóbica formada pelos lipídeos das MPMV. Após se desprenderem das membranas 

perimicrovilares, os cristais por autocatálise, aumentam de tamanho, numa etapa mais 

lenta de formação de Hz. 

Nosso grupo vem trabalhando com o processamento e detoxificação de heme por 

artrópodes hematófagos. Já foram descritos pelo grupo mecanismos de detoxificação de 

heme em Aedes aegypti – através da sua ligação com a matriz peritrófica (Páscoa et al., 

2002),  Rhipicephalus  microplus – através da formação do hemossomo em células 

digestivas (Lara et al., 2003), e R. prolixus – através da formação de Hz (Oliveira et al., 

1999). Mais recentemente, estudando o processo de formação de Hz, vimos que as 

MPMV eram estruturas responsáveis por este processo em R. prolixus (Silva et al., 

2007). Investigando o fator presente nessas membranas que seria responsável por esta 

atividade foi descoberto que o fator era termolábil. Isso nos remeteu à enzima 

marcadora destas estruturas, uma α-glucosidase, como o provável fator chave na síntese 

de Hz no intestino médio deste inseto (Mury et al., 2009). Inibidores clássicos para α-

glucosidase, como castanospermina, eritritol e mesmo um anticorpo produzido contra 

uma α-glucosidase de Dysdercus peruvianus foram todos capazes de inibir a formação 

de Hz tanto in vitro, quanto in vivo. Somado a isso, foi verificado ainda que o 

silenciamento do gene da α-glucosidase, por injeção de uma ds-RNA, causa uma forte 

redução na formação de Hz (Mury et al., 2009).  

 Paralelamente nós temos mostrado que membranas perimicrovilares de outros 

hemípteras, como Dysdercus peruvianus e Quesada gigas, também são capazes de 

promover a síntese de Hz in vitro (Calegario et al., em preparação). Estes resultados 

indicam que a capacidade de α-glucosidases de formar Hz já existia neste grupo de 

enzimas e, provavelmente, esta característica favoreceu o aparecimento da hematofagia 

neste grupo.  

 Neste contexto, o presente projeto tem por objetivo avançar no entendimento do 

processo de síntese de hemozoína, principalmente, em termos fisiológicos. 

 

  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26427633
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2 – JUSTIFICATIVA  

 

O papel das α-glucosidases na formação de Hz ainda não foi completamente 

elucidado. Dados do grupo mostraram que uma α-glucosidase da MPMV intestinal de 

Rhodnius prolixus é responsável pela síntese de Hz nesta espécie, possibilitando a 

ingestão de sangue sem os efeitos tóxicos que o heme poderia produzir no interior do 

inseto (Mury et al., 2009). As informações sobre a estrutura e a capacidade de 

biocristalizar o heme pelas -glucosidases de diferentes espécies (hematófagas e não 

hematófagas) poderão ser a chave para entender a plasticidade funcional desta enzima, 

em resposta à pressão seletiva. Conhecer esse sistema e como as diferentes espécies se 

adaptaram ao longo da evolução, pode ser um caminho para o desenvolvimento de 

novas drogas com ação sobre a interação patógeno/vetor ou com ação inseticida 

direcionada a insetos hematófagos. 

 Por muito tempo não existiu consenso acerca dos fatores responsáveis pela 

síntese de hemozoína. Evidências da participação de lipídios como catalisadores na 

formação de Hz em P. falciparum já foram descritos em 1997 por Ridley et al.. Outros 

trabalhos apontaram a presença de proteínas ricas em resíduos de histidina com 

atividade de biocristalização de heme, também em P. falciparum (Sullivan, 1996) e em 

2008, Jani et al. descrevem uma proteína de detoxificação de heme (HDP) supostamente 

envolvida na síntese de hemozoína em P. falciparum. Silva et al. (2007) observaram que 

há atividade de síntese de hemozoína na fração proteica de epitélio intestinal de R. 

prolixus. No entanto, observou-se um sinergismo quando frações lipídica e proteica 

foram associadas. Mais atualmente, trabalhos de Egan (2008a, 2008b) propõem que a 

formação de Hz aconteça na interface lipídeo-água.  Stielbler et al. (2011) mostraram 

que, em R prolixus, a interface lipídeo-água também é essencial para a síntese e que 

para a etapa de nucleação do cristal é necessária uma α-glucosidase de membrana. 

Assim, embora alguns avanços tenham sido alcançados nos últimos anos, o mecanismo 

de síntese ainda é pobremente entendido. 

Dados na literatura mostram que drogas anti-malária, como a cloroquina, atuam 

no Plasmodium através da inibição da síntese de hemozoína (Sullivan et al., 1996; 

Ridley et al., 1997). A ação eficaz do mesmo grupo de drogas anti-malária em 

Schistossoma mansoni (Corrêa-Soares et al., 2009), levando em consideração o 

mecanismo de inibição da síntese de Hz, possibilita utilizar o processo de formação de 

Hz como um alvo para o desenvolvimento de novos quimioterápicos para o tratamento 
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de doenças causadas ou transmitidas por agentes formadores de Hz. Assim, estudar a 

participação de α-glucosidases no processo de biomineralização de heme em R. prolixus 

pode ajudar a elucidar os mecanismos que regem esse importante sistema antioxidante 

e, consequentemente, fornecer subsídios para o desenvolvimento de novas metodologias 

de combate a doenças transmitidas por vetores. 
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3 – OBJETIVO GERAL 

 

Verificar se α-glucosidases apresentam como atividade secundária a 

biocristalização de heme em R. prolixus e outros organismos biológicos.   

 

3.1 – OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Investigar a expressão dos genes das α-glucosidases em diferentes tecidos de R. 

prolixus; 

 Investigar a influência da alimentação na atividade e na expressão das diferentes  

α-glucosidases de R. prolixus; 

 Verificar a influência do silenciamento de genes de α-glucosidases na síntese de 

hemozoína e na atividade de α-glucosidase; 

 Verificar se -glucosidases de outros organismos (hematófagos e não-

hematófagos) são capazes de catalisar a formação de hemozoína in vitro.  
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4 – MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 – Materiais Biológicos 

 Os materiais biológicos utilizados neste trabalho foram: 

 - Rhodnius prolixus – Inseto – Ordem: Hemiptera – colônia mantida no 

laboratório – SEBIN, LQFPP, UENF. 

 - Callosobruchus maculatus larva e adulto – Inseto – Ordem: Coleoptera - doados 

pela Drª. Elenir Amâncio (LQFPP, CBB, UENF). 

 - Tribolium castaneum larva e adulto – Inseto – Ordem: Coleoptera - doados pelo 

Dr. Gustavo Rezende (LQFPP, CBB, UENF). 

 - Arabidopsis thaliana – Planta – Ordem: Brassicales - cedidas pelo Dr. Gonçalo 

Apolinário de Souza Filho (LBT, CBB, UENF). 

 - Saccharomyces cerevisiae – Fungo – Ordem: Saccharomycetales - cortesia do 

Dr. Lev Alexandrovitch Okorokov (LFBM, CBB, UENF). 

  - Bacillus thuringiensis - Bactéria – Ordem: Bacillales  - cedidas pela  Drª. Marilia 

Amorim Berbert de Molina (LBT, CBB, UENF). 

 - Toxoplasma gondii - Protozoário – Ordem: Eucoccidiorida - cortesia do Dr. 

Renato DaMatta (LBCT, CBB, UENF). 

- Schistosoma mansoni – Platelminto – Ordem: Strigeiformes - cortesia do Dr. 

Marcus Fernandes de Oliveira (IBqM, UFRJ). 

 - Células Vero - células renais de macaco verde africano (Cercopithecus aethiops) 

- cortesia do Dr. Renato DaMatta (LBCT, CBB, UENF). 

 Todos esses materiais foram mantidos nos seus respectivos laboratórios. 

 

4.2– Colônia de Rhodnius prolixus 

 

 A colônia de Rhodnius prolixus foi mantida em uma estufa incubadora digital 

modelo FT 1020, Fluxo Tecnologia, no Laboratório de Química e Função de Proteínas e 

Peptídeos (LQFPP), CBB, UENF, a uma temperatura de 28ºC, e umidade relativa de 

aproximadamente 80%. A colônia de R. prolixus é mantida no laboratório desde 1995 e 

teve sua origem a partir de uma colônia mantida pelo Laboratório de Bioquímica de 

insetos, do  Instituto de Bioquímica Médica Leopoldo de Meis (IBqM), UFRJ.  

 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Saccharomycetales
https://pt.wikipedia.org/wiki/Bacillales
https://pt.wikipedia.org/wiki/Eucoccidiorida
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Strigeiformes&action=edit&redlink=1
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4.3 – Alimentação do Rhodnius prolixus  

 

 R. prolixus foram alimentados com uma periodicidade de 21 dias para adultos e 

30 dias para os diferentes estágios, com sangue de coelho, diretamente na orelha dos 

animais imobilizados em caixas de contenção. No caso de dietas artificiais, foi utilizado 

um alimentador artificial descrito por Garcia et al. (1975). Dietas artificiais com plasma 

de coelho foram usadas para alimentar os insetos adultos, com a intenção de limpar o 

intestino dos mesmos, para eliminação do heme que fica impregnado no intestino. 

  

4.4 – Preparação das amostras biológicas  

 

Quatro dias após alimentação com sangue ou plasma de coelho, os intestinos de 

R. prolixus foram dissecados. Destes insetos foram retirados o intestino médio posterior, 

intestino médio anterior, corpo gorduroso e ovários em tampão fosfato de sódio 0,1M 

pH 7,4. Os epitélios intestinais foram colocados em tubo de polipropileno, congelados 

em nitrogênio líquido e estocados a -70ºC, para extração de RNA total e extração de 

proteínas.  

Para investigar a expressão gênica, o intestino médio posterior, intestino médio 

anterior, corpo gorduroso e ovários de fêmeas injetadas com as diferentes dsRNAs 

foram também dissecados 4 dias após a injeção e posterior alimentação.  

Para avaliar a atividade da α-glucosidase de outros organismos e sua capacidade 

de cristalização de heme in vitro, foram utilizados os intestinos de fêmeas de R. prolixus 

que foram usados como controle positivo (Silva et al., 2007). Os intestinos foram 

lavados em agua deionizada para remover o conteúdo luminal e homogeneizados. O 

mesmo procedimento foi aplicado para Callosobruchus maculatus e Tribolium 

castaneum. A forma circulante do adulto de Schistosoma mansoni, foi lavada em agua 

deionizada e centrifugada a 8000 xg por 15 min a 4 ºC;  depois, o precipitado foi usado 

para o procedimento de extração de proteínas descrito abaixo. Folhas de Arabidopsis 

thaliana, foram maceradas em nitrogênio liquido e solubilizadas em agua destilada. 

Fase log de células de Saccharomyces cerevisiae, Bacillus thuringiensis, Toxoplasma 

gondii e Células Vero (ATCC® CCL-81™), foram colhidos, lavados em agua 

deionizada e centrifugados a 8000 xg por 15 min a 4 ºC. 
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Demais condições experimentais são indicadas nas legendas das respectivas 

figuras. Em todos os casos, os tecidos foram limpos em água deionizada ou solução 

salina (NaCl 0,15 M) e processados conforme descrito nas seções seguintes. 

 

4.5 – Extração de proteínas de amostras 

 

Cada amostra foi homogeneizada em água destilada usando um homogeneizador 

do mecânico do tipo Potter-Elvehjem, seguido de 5 ciclos de congelamento de 

descongelamento em nitrogênio liquido. Entre cada ciclo, as amostras foram 

centrifugadas a 15000xg por 30min a 4ºC. Proteínas ligadas a membranas celulares 

foram extraídas pelo tratamento do precipitado com 0,1% Nonidet P-40 (NP-40) por 

12h a 4ºC em 20mM de tampão fosfato de sódio pH 7,4, imidazol 5 mM, PMSF 1 mM e 

benzamidina 1 mM (Silva et al., 2007). As amostras foram incubadas por 16h no 

mesmo tampão a 4º C com agitação. Depois foram centrifugadas a 15000xg por 30 min 

a 4ºC, e a concentração das proteínas foi determinada pelo método do ácido 

bicinconínico (BCA) (Smith et al.,1985). A curva padrão foi realizada utilizando 

ovoalbumina (SIGMA – USA).  

 

4.6 – Síntese de hemozoína in vitro  

 

  Alíquotas de extratos proteicos contendo 12µg/mL de proteína foram incubadas 

durante 24 h a 28 °C em 0,5 M de acetato de sódio, pH 4,8, na presença de 100 mM de 

hemina (Sullivan et al., 1996). Após a incubação, a reação foi centrifugada a 15.000 xg 

durante 15 min a 25 ºC. O sedimento foi lavado três vezes com 1 mL de NaHCO3 0,1 

M, 2,5% de SDS, pH 9,1, e duas vezes com água deionizada. O sedimento final foi 

solubilizado em NaOH 0,1 M, e a quantidade de heme foi determinada a 400 nm em um 

espectrofotômetro Shimadzu / UV-1240.  

Alternativamente, foram utilizados um inibidor especifico da α-glucosidase,  o 

eritritol (100 mM), dietilpirocarbonato (DEPC) (10 mM) e um  inibidor especifico da 

hemozoína,  a cloroquina (20 mM), que foram incubados com as amostras e a 

quantidade de Hz formada foi avaliada.  

 

 

 



42 

 

 

4.6.1– Extração de Hz 

 

A hemozoína formada a partir das incubações in vitro foi extraída através de um 

processo de solubilização baseado no método descrito por Sulivan et al. (1996).  Após 

24 h de incubação, as amostras foram centrifugadas por 10 min a 15300 xg. O 

sobrenadante foi descartado e o precipitado (Hz) ressuspenso em 1 mL de tampão 

carbonato-bicarbonato 0,1 M (pH 9,2) + SDS 2,5 %. Posteriormente os tubos 

permaneceram sob agitação por 15 min a temperatura ambiente seguido de uma 

centrifugação a 15300 xg por 15 min. Novamente o sobrenadante obtido foi descartado 

e o processo de lavagem com o tampão carbonato-bicarbonato foi repetido por mais 

duas vezes. Após a última etapa de extração, procederam-se duas lavagens, agitando e 

centrifugando a 15300 xg com água destilada, pelo mesmo período utilizado com 

tampão. Após este procedimento, a hemozoína resultante foi sedimentada por 

centrifugação na mesma velocidade e ressuspensa em 1 mL de NaOH 0,1 N e agitada 

por 20 min a temperatura ambiente (Silva et al., 2007) para ser novamente solubilizada, 

assumindo a forma de heme.  

 

4.6.2– Dosagens de heme/Hz 

 

As dosagens de heme foram realizadas utilizando-se uma curva padrão com 

hemina bovina comercial (SIGMA) diluída em NaOH 100 mM. A curva padrão foi 

construída a partir de uma solução estoque de hemina na concentração de 1 mM. A 

leitura do heme contido nas amostras foi realizada em um espectrofotômetro 

Shimadzu/UV-1240, utilizando um filtro com comprimento de onda de 400nm.  

 

4.7 – Ensaio de atividade de -glucosidase  

 

 A atividade enzimática foi determinada utilizando -nitrofenil α-D-

glucopiranosideo (10 mM) (Sigma Aldrich Co., EUA) em tampão citrato-fosfato 100 

mM, pH 5,5, de acordo com o método de Terra et al. (1979). Todos os ensaios foram 

realizados a 30 ºC. As incubações foram realizadas durante quatro períodos de tempos 

diferentes (15, 30, 45 e 60 min). As reações foram paradas com 200 µL de carbonato de 

sódio (Na2CO3) a 0,5 M e as taxas iniciais de hidrólise foram calculadas. A absorvância 
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de -nitrofenolato liberado foi lida a 405 nm. Alternativamente, eritritol (100 mM), 

DEPC (10 mM) ou cloroquina (20 mM), foram incubados com as amostras e a atividade 

de α-glucosidase foi’ medida pela formação de ρ-nitrofenolato. 

 

4.8 Bases de dados da seqüência gênica de R. prolixus 

 

O genoma de R. prolixus foi sequenciado pelo Sequencing Genome Center da 

Faculdade de Medicina da Universidade de Washington (TGI 2012). A partir dos dados 

do genoma disponíveis, duas previsões de regiões de splicing foram feitas: a projeção 

feita pela Equipe de Bioquímica do Laboratório de Vetores de Doenças (LBVD) da 

UFRJ, Rio de Janeiro, chamado de "projeção Lagerblad" (Lagerblad, 2012), e da 

projeção feita pelo grupo VectorBase (VECTORBASE-Rhodnius prolixus, 2012). 

 A partir da sequência parcial da α-glucosidase de R. prolixus obtida por Mury et al. 

(2009), denominada neste trabalho de α-glu F, outras α-glucosidases foram encontradas no 

banco de dados da projeção Lagerblad e do VectorBase de R. prolixus, usando a 

ferramenta de busca HMMER. Estas proteínas encontradas no genoma do Rhodnius foram 

extensivamente analisadas em relação a outras α-glucosidases de insetos e não insetos, por 

alinhamento múltiplo de sequências e análise filogenética (Gutierrez, 2013). 

 

4.9 – Silenciamento das α-glucosidases por injeção de dsRNA  

 

Vinte e um dias depois da alimentação de sangue, um volume de 2 μL de dsRNA 

numa diluição de 4 μg/µL foram injetados intratoracicamente na hemocele de fêmeas 

adultas de R. prolixus usando uma seringa Hamilton de 10µL. Foram utilizados grupos 

de 15 fêmeas para cada dsα-Glu A, B, C, D, E e F. Os insetos usados nos experimentos 

foram de segunda alimentação com sangue de coelho, sendo alimentados 2 h após a 

injeção. Após 4 dias desde a 2ª alimentação, os tecidos (corpo gorduroso, ovários, 

intestino médio anterior e  intestino médio posterior) foram colhidos e armazenados em 

Trizol a -80ºC até à extração de RNA. Um grupo controle foi injetado com uma dupla-

fita não relacionada, de um gene resistente a neomicina (dsNeo) selecionado a partir de 

um plasmídeo com duas enzimas de restrição (Kelly et al., 1992) e insetos não injetados 

também foram utilizados como controle (Brandt et al., 2008). 
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4.10 – Extração de RNA total 

 

O RNA total foi extraído a partir de intestinos médios de R. prolixus utilizando 

Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).  Estes foram dissecados e homogeneizados em 

1mL de Trizol, em um tubo eppendorf 1,5 mL utilizando um pistilo de polipropileno. 

Em seguida, centrifugou-se o material a 15000xg por 15 min a 4ºC. Coletou-se o 

sobrenadante e este foi transferido para um novo tubo, visando a eliminação de restos 

celulares e membranas. Adicionou-se 200µL de clorofórmio ao sobrenadante coletado e 

agitou-se vigorosamente incubando por 3 min à temperatura ambiente. Centrifugou-se a 

15000 xg por 15 min a 4ºC. Ao final da centrifugação foi possível distinguir uma fase 

inferior correspondente ao fenol-clorofórmio e uma fase superior aquosa que continha o 

RNA de interesse. Essa fase foi, então, coletada e transferida para um novo tubo de 1,5 

mL. Após a adição de igual volume de isopropanol, a amostra foi agitada manualmente 

e incubada durante 30 min à temperatura ambiente. Centrifugou-se a 14.000 rpm por 10 

min a 4ºC e o sobrenadante foi descartado. Lavou-se o precipitado com 1 mL de etanol 

70% e centrifugou-se, ressuspendendo as amostras de RNA em 20 µL de H2O-DEPC 

incubando a 56ºC por 10 min (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA). 

 

4.11 – Dosagem de RNA 

 

As amostras de RNA foram quantificadas por determinação da absorbância a 

260 e 280 nm no aparelho Nanodrop Spectrophotometer v.3.7 (Thermo Fisher 

Scientific®, Waltham, USA), conforme instruções do fabricante. 

 

4.12 – Remoção da contaminação por DNA genômico 

 

As amostras de RNA foram tratadas com DNAse I (Fermentas). Em um tubo de 

0,2 mL mantido em gelo foram adicionados 1 µg de RNA total, 1 µL do tampão de 

DNAse I (10X), 1 µl de DNAse I (1 U/µL) e água-DEPC 0,1% suficiente para 

completar o volume para 10 µL. As reações foram incubadas durante 30 min a 37 ºC. 

Após essa reação adicionou-se 1 µL de EDTA 25 mM, e incubou-se a reação a 65 ºC 

por 10 min. 
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4.13 – Síntese da primeira fita de DNA complementar 

 

Para a síntese de cDNA utilizou-se o Kit High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription (Applied Biosystems). Aos 11 µL obtidos na etapa anterior foram 

adicionados 2,2 µL do tampão de reação (10X), 0,88 µL de dNTP (100 mM), 2,2 µL de 

oligonucleotídeos aleatórios (10X), 1,1 µL da enzima Transcriptase Reversa (50 U/µL) 

e água-DEPC 0,1% para completar 22 µL. As reações foram incubadas por 10 min a 25 

ºC, seguido por uma incubação a 37 ºC durante 2 h e finalmente, a 85 ºC por 5 min. As 

amostras de cDNA foram estocadas a -20 ºC até o uso. 

 

4.14 – Desenho dos Iniciadores  
 

Para análise da expressão gênica de α-glu de R. prolixus, iniciadores foram 

desenhados a partir das sequências de α-glucosidase utilizando o programa Primer 3 

(Rozen e Skaletsky, 2000). As sequências destes iniciadores e dos iniciadores dos genes 

de referência (Majerowicz et al., 2011) são mostradas na Tabela 1. 

 

 

 

Tabela 1. Sequência de iniciadores usados para amplificação de RT-PCR e qPCR. 

Gene Sense (5’ – 3’) Anti-sense (5’ – 3’) 
Amplicon 

(pb) 

αgluA GCTGGTCTGTATGGCTGCTT TTAGCTATTAGAATTATAAAC 227 

αgluB CGAAGCCATCAACAACATCA TTGAAAAGTGGTAATCCCGG 123 

αgluC TGGACACTTATATGGGCAGAAA ATCAAGAAAAAGAAGCCGCA 164 

αgluD CCACAGCAGAGGAATGGAAT TTACCAGGATACGTGAGCAG 118 

αgluE TGGAGGCTTTAGGGTTGATG ATAATGGTTGGATATGTGAAC 195 

αgluF CCAACCATTCGAGTAATCTG TAACTGGGTTCTGGGCAATC 196 

RPEF* GATTCC ACTGAACCGCCTTA GCCGGGTTATATCCGATTTT 218 

RP18S* TCGGCCAACAAAAGTACACA TGTCGGTGTAACTGGCATGT 104 

* Iniciadores descritos por Majerowicz et al. (2011) 
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4.15 – Reação em cadeia da polimerase (PCR)  

 

Para as reações em cadeia da polimerase foi utilizada a enzima Taq DNA 

Polimerase (Fermentas). As misturas de reação para PCR continham 1 μL de cDNA, 1,5 

mM de cloreto de magnésio, 0,2 mM de dNTP, 0,3 μM de cada iniciador, 2 μL de 

tampão para Taq DNA Polimerase, 0,16 μL da enzima Taq DNA Polimerase 5 U/μL e 

água ultra pura autoclavada para completar um volume final de 20 μL. As amostras 

foram levadas ao termociclador sob o seguinte programa: 95 ºC por 5 min; 40 ciclos de 

95 ºC por 30 s, 60 ºC por 30 s e 72 ºC por 30 s; e 72 ºC por 5 min. Para a amplificação 

do cDNA alvo, foram utilizados iniciadores senso e anti-senso específicos, desenhados 

para o gene de interesse. O cDNA de RNA ribossomal 18S de R. prolixus 

(MAJEROWICZ et al., 2011) foi amplificado como controle positivo. Os produtos de 

PCR obtidos foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 2% corado com 

brometo de etídio 0,2 μg/mL em tampão TAE (40 mM Tris, 20 mM ácido acético, 1 

mM EDTA; pH 8). Após a eletroforese, seguiu-se a visualização sob luz ultravioleta em 

transiluminador UV e os géis foram fotografados. 

 

4.16 – Produção da dupla fita de RNA (dsRNA) 

 

A produção de dsRNA para o silenciamento gênico por RNA interferente foi 

realizada utilizando MEGAScript RNAi Kit (Ambion Inc., Applied Biosystems). Em 

um microtubo de 1,5 ml foi adicionado1 μg de amostra de cDNA, os nucleotídeos 

(ATP, CTP, GTP, UTP) e a enzima T7 polimerase. O material foi homogeneizado 

gentilmente e incubado por 12h a 37 ºC. Após a transcrição dos fragmentos em ambas 

orientações, duas fitas complementares foram geradas no mesmo tubo. Desta forma, foi 

necessário anelar estas duas fitas para a formação do dsRNA. Para isso, as amostras 

foram incubadas a 75 ºC por 5 min e em seguida resfriadas naturalmente em 

temperatura ambiente. Após a formação do dsRNA, o material passou por um 

tratamento com DNase/RNase, realizado a 37 ºC por 1h. Este passo é necessário para a 

digestão das demais fitas de ácidos nucléicos, tais quais os moldes de DNA e qualquer 

RNA simples-fita que não tenha se anelado a outra molécula complementar. Após a 

digestão com as nucleases, a reação foi transferida para um tubo eppendorf de 1,5 ml e a 

ele foram adicionados 50 µL do tampão de ligação (10X), 250 µL de etanol 100% 

(Merck, Darmstadt, Germany) e H2O-DEPC 0,1% (Merck, Darmstadt, Germany). A 
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qualidade do dsRNA produzido foi avaliada por visualização do material em gel de 

agarose. A quantificação do produto da reação foi realizada por espectrometria em 

aparelho NanoDrop (Thermo Scientific). O dsRNA produzido foi estocado a -20ºC até o 

uso. 

 

4.17- Análise da expressão da α-glucosidase por PCR em Tempo Real 

 

Para reações de PCR em tempo real, foram utilizados 7,5 μL de Power SYBR® 

Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) misturados com 0,75 μL de cada 

iniciador (Tabela 1) a 5 μM, 1 μL de água ultrapura e 5 μL de cDNA a 10ng (Cf = 

50ng), em um volume final de 15 μL. As reações foram realizadas no sistema 

StepOnePlus Real-Time PCR (Applied Biosystems, CA, EUA) sob as seguintes 

condições: primeiro ciclo a 95 ºC por 10 min, seguido de 40 ciclos de 15s a 95 ºC, e o 

ultimo ciclo durante 1 min a 60 ºC. Todos os ensaios foram feitos em triplicata, e a 

expressão do gene foi normalizada utilizando um factor de alongamento (RpEF) 

envolvido na síntese de proteínas (Majerowicz et al., 2011). A análise de dados foi 

realizada usando o método 2-CT (Livak & Schmittgen, 2001). Os iniciadores 

utilizados para a alfa-glucosidase de amplificação por PCR estão listadas na Tabela 2. 

 

Tabela 2: Sequências de iniciadores utilizados na síntese de dsRNA 

 

dsRNA primer 

Gene Sense (5’ – 3’)
1
 Anti-sense (5’ – 3’)

1
 

α-glu A ATTACCAGCGGCAAAGATTG AAAGTATCTGGCCACCAACG 

α-glu B GGGTGCCAGATAACGAAGAG CCGGGATTACCACTTTTCAA 

α-glu C TGGCATTGGCGATTTAAAAG CCAGCAAGGAAACCCAATTA 

α-glu D AGAATGATTTGGGTGGTGTTG CCTTCAGTTTTTGGGGGTTT 

α-glu E CAAGATGCTGCTGGAAAACA TGTAGTCATTGCGCCCCATTA 

α-glu F TGGCCGGTTATGAGGACTAC CAACTCTCCCATTCGTACA 

 
1
Para todos os iniciadores descritos incluímos a sequência do promotor T7 

(TAATACGACTCACTATAG). 
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 4.18 – Análise dos dados 

 

Os dados foram analisados utilizando o método de quantificação relativado 

ΔΔCt, calculados a partir dos valores de Ct (“threshold cycle”, ou seja, o número de 

ciclos necessários para produzir uma quantidade de fluorescência definida), obtidos 

através do PCR em tempo real, segundo Norgard et al. (2006). Os valores de ΔCt foram 

utilizados para as análises estatísticas pelo método ANOVA. Os valores de expressão 

relativa (2
-ΔΔCt

) serão utilizados apenas para montagem dos gráficos. 

 

4.19 – Análise estatística 

 

Comparações entre os grupos foram feitas pelo teste T de Student com 

organização não-pareada de dados. As médias dos valores de ΔΔCt obtidos nos 

experimentos para avaliar a expressão relativa, foram comparadas através de teste 

ANOVA, seguido do teste de Tukey, sendo consideradas significativamente diferentes 

quando P<0,05. Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o programa 

Prism 5.0 (GraphPad Software). Para todos os testes, uma diferença de P<0,05 foi 

considerada significativa. 
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5 – RESULTADOS  

 

5.1 – Expressão dos genes da α-glu em diferentes tecidos de R. prolixus 

 

 As α-glucosidases detectadas no genoma de R. prolixus foram nomeadas como 

α-glucosidase A (α-gluA - RPRC006247-PA), α-glucosidase B (α-gluB - RPRC010194-

PA), α-glucosidase C (α-gluC - RPRC012963-PA), α-glucosidase D (α-gluD - 

RPRC006918-PA) e α-glucosidase E (α-gluE - RPRC012570-PA). A enzima descrita 

por Mury et al (2009) ainda não foi identificada no genoma do R. prolixus. Esta 

sequência foi chamada no presente trabalho de -glucosidase F (-GluF - 

Rpro|ACI96031.1).  

 Em 2009, Mury e colaboradores mostraram que a injeção de dsRNA utilizando 

uma sequencia de α-glu de Anopheles aquasalis podia silenciar o mesmo gene em 

Rhodnius prolixus e que este tratamento era capaz de diminuir, não só a atividade 

hidrolítica da α-glucosidase, mas também diminuía a formação de hemozoína no lúmen 

dos insetos tratados. No presente trabalho, nós refinamos a análise utilizando genes do 

próprio inseto, no intuito de identificar se um ou mais destes genes da familia GH13 

codificam enzimas envolvidas na síntese de Hz, no lúmen intestinal do inseto. Assim, 

utilizando as sequências encontradas no banco de dados do genoma, foram desenhados os 

primers para construção das dsα-glus e para análise da expressão destes genes por qRT-

PCR para cada α-glucosidase selecionada como descrito em materiais e métodos (Tabela 

1).  

 Para avaliar a presença de transcritos dos genes α-glu A, α-glu B, α-glu C, α-glu 

D, α-gluE e α-glu F, fêmeas adultas de R. prolixus foram dissecadas quatro dias após a 

segunda alimentação sanguínea. A expressão dos genes nos diferentes tecidos: ovário, 

corpo gorduroso, intestino médio posterior e intestino médio anterior, foi avaliada por 

RT-PCR seguida de eletroforese em gel de agarose. Os transcritos dos seis genes foram 

detectados em quase todos os tecidos analisados (Figura 5). Embora o método não seja 

quantitativo é possível ver neste resultado que o gene α-gluE apresentou uma expressão 

menos intensa tanto em intestino médio posterior como no anterior; que, no corpo 

gorduroso, temos uma menor expressão dos genes α-glu D, E e F; que o α-gluB tem 

uma expressão mais intensa no corpo gorduroso e ovário e os genes α-gluA e α-gluC 

tem uma expressão menos tecido específica. 
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Figura 5– Análise da ocorrência de α-glu A, α-glu B, α-glu C, α-glu D, α-gluE e α-

glu F em diferentes tecidos de Rhodnius prolixus. Quatro dias após alimentação 

sanguínea com sangue de coelho fêmeas adultas foram dissecadas e o RNA total foi 

extraído dos diferentes tecidos. As amostras de RNA foram tratadas com DNAse I e 

submetidas a reação de RT-PCR usando primers específicos desenhados para cada 

sequencia de Alfa-glu. 1 - Corpo gorduroso; 2 - ovário; 3 – Intestino Médio posterior; 4 

- Intestino Médio anterior. Como controle positivo foi utilizado a amplificação do gene 

Rp18S. Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 2%. 

 

 

5.2 – Influência da alimentação na atividade da α-glucosidase 

 

A alimentação sanguínea é uma dieta considerada pobre em carboidratos e rica 

em proteínas.  

Nós avaliamos o efeito da dieta sobre a atividade da -glucosidase (Figura 6A) 

e formação de Hz in vivo (Figura 6B). Para isso, um grupo de 20 insetos foi alimentado 

artificialmente com plasma, outro grupo alimentado com sangue e um terceiro grupo 

permaneceu em jejum. Quatro dias após a alimentação, esses insetos foram dissecados e 

retirou-se o intestino médio posterior para extração de proteínas. Ao compararmos as 

atividades de α-glucosidase e síntese de Hz no lúmen intestinal dos insetos alimentados 

com as diferentes dietas, foi possível observar de um modo geral uma menor atividade 

hidrolítica e de síntese de Hz naqueles insetos alimentados com plasma, quando 

comparados aos insetos alimentados com sangue. Entretanto, a diminuição das 

atividades em dietas mais pobres não foi tão restritiva quanto esperávamos, pois na 

ausência de alimentação os insetos foram capazes de manter aproximadamente a metade 

α-glu D α-glu E α-glu F 

α-glu A α-glu B α-glu C 

1        2        3        4 1        2         3        4 1        2        3        4 1        2        3        4 

1        2        3        4 1        2          3          4 1        2        3      4 
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dos valores de atividade hidrolítca e de biocristalização. A diferença é menor ainda 

quando observamos insetos alimentados com plasma, cuja redução de proteína e a 

ausência de heme resultaram na redução de apenas 20% de ambas atividades. 

 

 

 

Figure 6 – Influência da alimentação na atividade de α-glucosidase (A) e formação 

de Hz (B) do intestino médio posterior de R. prolixus. Insetos foram alimentados com 

sangue ou plasma de coelho. Quatro dias após a segunda alimentação, os intestinos 

médios dos insetos (n=20) foram dissecados em salina gelada (0,15M). Jejum – insetos 

não alimentados por 21 dias; Plasma – insetos alimentados com plasma de coelho; 

Sangue - insetos alimentados com sangue de coelho. Resultados representam a média de 

3 determinações independentes ± S.E.M. (*), (**) e (***) significam P<0,05, P<0,01 e 

P<0,001, respectivamente. 
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5.3– Expressão dos genes das α-glus de R. prolixus em resposta à alimentação 

 

Com o intuito de acompanhar possíveis variações nos níveis de transcritos dos 

genes α-glu A, B, C, D, E e F em resposta às diferentes alimentações, cDNAs do 

intestino médio posterior de R. prolixus que ingeriram diferentes dietas foram 

submetidos a PCR em tempo real. A Figura 7 mostra que, principalmente, os genes α-

glu B e C foram induzidos pela alimentação sanguínea. Nestes dois casos, o nível de 

expressão aumentou aproximadamente 15 vezes, quando comparadas com o nível de 

expressão em insetos alimentados com plasma ou insetos em jejum. A expressão dos 

genes α-gluD e α-glu F de insetos alimentados com sangue também apresentaram um 

aumento moderado (2x) em relação à expressão dos mesmos genes de insetos 

alimentados com plasma ou em jejum.  No caso da expressão dos genes α-glu A e α-glu 

E observou-se uma diminuição da expressão gênica em insetos alimentados com sangue 

quando comparada a alimentação com plasma ou jejum. Isso pode indicar uma diferente 

regulação dos genes que pode estar relacionada à função das diferentes enzimas nos 

diferentes tecidos. 
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Figura 7: Efeito da alimentação na expressão dos genes α-glu A, B, C D, E e F.  O RNA 

total foi extraído do intestino médio posterior de fêmeas adultas de R. prolixus em jejum, 
alimentadas com plasma e alimentadas com sangue que foram dissecadas quatro dias após a 

alimentação. As amostras de RNA foram tratadas com DNaseI e o cDNA foi sintetizado por 

transcrição reversa. As reações de RT-PCR e qRT-PCR foram realizadas utilizando-se 
iniciadores específicos para a sequência de α-glu A, B, C, D, E e F. Os níveis de expressão de 

cada gene são representados em relação ao valor obtido para o os insetos em jejum (1,0). (*), 

(**) e (***) significam P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente  

   

 

 

α-glu A α-glu B 

α-glu D 

α-glu E α-glu F 

α-glu C 
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5.4 – Influência do silenciamento da α-glucosidase na síntese de hemozoína e 

atividade de α-glucosidase 

 

 Em R. prolixus a função da α-glucosidase na síntese de Hz foi investigada 

pela injeção de dsRNA de α-glucosidase (dsαGlu), construído com base na sequência 

gênica da α-glucosidase de Anopheles aquasalis (Mury et al., 2009). A partir dessa 

sequência foi previamente mostrado que uma α-glucosidase de R. prolixus expressa no 

intestino é capaz de promover a formação de Hz a partir de unidades de heme livre 

(Mury et al., 2009).  

 No presente trabalho, nós identificamos cinco outras α-glucosidases no genoma de 

R. prolixus e avaliamos seu papel na formação de Hz. Para investigar a influência das α-

glucosidases de R. prolixus na síntese de Hz in vivo, foi construído dsRNAs para todas 

as seis α-glucosidases e foi injetado em fêmeas adultas. As fêmeas injetadas foram 

monitoradas durante 30 dias para análise de características fenotípicas, tais como: taxa 

de mortalidade, postura de ovos e viabilidade (Tabela 3). Embora a injeção de dsα-

gluA, dsα-gluB, dsα-gluE e dsα-gluF tenha diminuído consistentemente a oviposição, 

não foi observado impacto direto sobre a viabilidade (Tabela 3). A injeção de ds-gluC 

causou um baixo nível de mortalidade e não apresentou nenhum efeito sobre a 

oviposição ou viabilidade dos ovos de insetos injetados. Os efeitos mais drásticos na 

oviposição foi observado quando α-glu A e α-gluF foram silenciados, sugerindo um 

possível papel na ovogênese ou em eventos relacionados. O silenciamento dos mesmos 

genes também promoveu o maior efeito na viabilidade dos ovos, confirmando esta 

hipótese. 
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Tabela 3. Efeito da injeção de dsα-glu em fêmeas de R. prolixus 

 
Insetos em grupos experimentais (25 fêmeas) foram injetadas com dsα-glu (8 μg/µLfêmea); 

Controle experimental foi conduzido com fêmeas não injetadas. 
1
Número de ovos postos por 6 

fêmeas durante 30 dias depois da alimentação; 
2
número de ovos que eclodiram após 30 dias; 

3
n= 

25. *(p < 0.05); **(p < 0.01). 

 

A eficiência do silenciamento gênico foi avaliada por qRT-PCR e, em paralelo, foi 

medida a atividade hidrolítica e de formação de Hz da α-glucosidase. As α-glucosidases 

de membrana, ou seja, não solúveis (α-gluA, α-glu B e α-glu C) (Gutierrez, 2013) 

apresentaram padrões distintos de transcrição (Figuras 8A, 9A e 10A). A α-glu A foi 

expressa no intestino médio posterior (IP), intestino médio anterior (IA) e corpo 

gorduroso (CG). Na α-glu B a transcrição é mais restrita ao intestino anterior e a α-glu 

C mostrou um elevado nível de expressão na região do intestino médio posterior e baixo 

nível de expressão nos ovários. Além disso, a atividade hidrolítica e de formação de Hz 

foram medidas no intestino posterior dos insetos silenciados (Figuras 8B, 9B e 10B). 

Os resultados mostraram uma clara associação entre a expressão de α-glu, atividade de 

α-glucosidase e síntese de Hz.  

Padrões de transcrição, atividades hidrolítica e de formação de Hz também 

foram analisados em insetos silenciados para α-glucosidases solúveis (α-glu D, α-gluE e 

α-glu F) (Figuras 11, 12 e 13). Embora a α-glu D tenha sido expressa, principalmente, 

no intestino médio anterior, a injeção da dsα-glu D não teve efeito na expressão de 

nenhum dos tecidos examinados (Figura 11A), provavelmente devido a uma 

superexpressão compensatória, contrariando os efeitos esperados para o silenciamento. 

Tratamento 

Mortalidade
3
 

(%)
 

 

p-value Oviposição
1,3

 

 

p-value 

Viabilidade
2
 

(nº de ovos 

eclodidos/%) 

 

p-value 

Controle 0  88  72 (81)  

dsα-glu A  32 0,0039** 16 0,0074** 15 (98) 0,0869 

dsα-glu B  28 0,0051** 45 0,0402* 38 (84) 0,0907 

dsα-glu C  8 0,0572 90 0,9002 90 (100) 0,4226 

dsα-glu D  20 0,0572 58 0,0742 30 (51) 0,1448 

dsα-glu E  40 0,0153* 40 0,0346* 35 (87.5) 0,1482 

dsα-glu F  28 0,0198* 18 0,0014** 16 (88.8) 0,0984 
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Um decréscimo na formação de Hz foi observado possivelmente devido ao 

silenciamento cruzado entre os diferentes genes (Figura 11B).  

 O silenciamento da α-glu E foi eficiente no intestino médio anterior e corpo 

gorduroso, mas não no ovário ou no intestino médio posterior (Figura 12A). 

Inesperadamente, neste último tecido, o aumento da expressão foi observado após a 

injeção de dsRNA. No entanto, a atividade de α-glu diminuiu (Figura 12B). A α-glu F, 

teve sua expressão reduzida no intestino médio posterior, mas não no intestino médio 

anterior e corpo gorduroso, em que o aumento da expressão é claramente observado 

(Figura 13A). Apesar da não eficiência do silenciamento no intestino médio anterior e 

corpo gorduroso, a atividade hidrolítica e de formação de Hz foram largamente 

reduzidas no intestino médio posterior das fêmeas injetadas com dsα-glu F (Figura 

13B). 

O conjunto desses resultados indicam efeitos compensatórios e modulação da 

transcrição da α-glucosidase em alguns tecidos de R. prolixus.  
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Figura 8. Efeito do silenciamento do gene α-glu A na expressão relativa (A), na atividade 

hidrolítica e da formação de Hz (B). Expressão relativa (qRT-PCR) da α-glucosidase foi 

medida nos insetos Injetados (I) e Não Injetados (N) no intestino médio posterior (IP), intestino 

médio anterior (IA), corpo gorduroso (CG) e ovário (OV), Branco (B). Os insetos foram 

injetados com 8 µg/fêmeas de dsα-glu (A, B, C, D, E e F) e analisados 4 dias após a alimentação 

sanguínea. A reação de qRT-PCR foi realizada utilizando-se os iniciadores específicos 

desenhados para cada α-glude R. prolixus. RpEF foi utilizado como gene de referência. Os 

níveis de expressão dos genes são representados em relação ao valor obtido para o controle (1,0) 

pela injeção de 2 µg/fêmea de dsNeo. A atividade de α-glucosidase e formação de Hz dos 

insetos injetados foram feitas a partir de um pool de 6 fêmeas adultas. Resultados são média de 

3 determinações independentes ± S.E.M. (*), (**) e (***) significam P<0,05, P<0,01 e P<0,001, 

respectivamente, quando comparados ao valor de injetados com dsNeo.  
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Figura 9. Efeito do silenciamento do gene α-glu B na expressão relativa (A), na atividade 

enzimática primária e na formação de Hz (B). Expressão Relativa (qRT-PCR) da α-

glucosidase foi medida nos insetos Injetados (I) e Não Injetados (N) no intestino médio 

posterior (IP), intestino médio anterior (IA), corpo gorduroso (CG) e ovário (OV), Branco (B). 

As condições utilizadas para realização deste experimento foram as mesmas descritas na figura 

8. A atividade de α-glucosidase e formação de Hz dos insetos injetados foram feitas a partir de 

um pool de 6 fêmeas adultas. Resultados são média de 3 determinações independentes ± S.E.M. 

(*), (**) e (***) significam P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente, quando comparados ao 

valor de injetados com dsNeo.  
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Figura 10. Efeito do silenciamento do gene α-glu C na expressão relativa (A), na atividade 

enzimática primária e na formação de Hz (B).Expressão Relativa (qRT-PCR) da α-

glucosidase foi medida nos insetos Injetados (I) e Não Injetados (N) no intestino médio 

posterior (IP), intestino médio anterior (IA), corpo gorduroso (CG) e ovário (OV), Branco (B). 

As condições utilizadas para realização deste experimento foram as mesmas descritas na figura 

8. A atividade de α-glucosidase e formação de Hz dos insetos injetados foram feitas a partir de 

um pool de 6 fêmeas adultas. Resultados são média de 3 determinações independentes ± S.E.M. 

(*), (**) e (***) significam P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente, quando comparados ao 

valor de injetados com dsNeo.  
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Figura 11. Efeito do silenciamento do gene α-glu D na expressão relativa (A), na atividade 

enzimática primária e na formação de Hz (B).Expressão Relativa (qRT-PCR) da α-

glucosidase foi medida nos insetos Injetados (I) e Não Injetados (N) no intestino médio 

posterior (IP), intestino médio anterior (IA), corpo gorduroso (CG) e ovário (OV), Branco (B). 

As condições utilizadas para realização deste experimento foram as mesmas descritas na figura 

8. A atividade de α-glucosidase e formação de Hz dos insetos injetados foram feitas a partir de 

um pool de 6 fêmeas adultas. Resultados são média de 3 determinações independentes ± S.E.M. 

(*), (**) e (***) significam P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente, quando comparados ao 

valor de injetados com dsNeo.  
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Figura 12. Efeito do silenciamento do gene α-glu E na expressão relativa (A), na atividade 

enzimática primária e na formação de Hz (B). Expressão Relativa (qRT-PCR) da α-

glucosidase foi medida nos insetos Injetados (I) e Não Injetados (N) no intestino médio 

posterior (IP), intestino médio anterior (IA), corpo gorduroso (CG) e ovário (OV), Branco (B). 

As condições utilizadas para realização deste experimento foram as mesmas descritas na figura 

8. A atividade de α-glucosidase e formação de Hz dos insetos injetados foram feitas a partir de 

um pool de 6 fêmeas adultas. Resultados são média de 3 determinações independentes ± S.E.M. 

(*), (**) e (***) significam P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente, quando comparados ao 

valor de injetados com dsNeo.  

 

 

 

 

 

 

 

A 

B 
IP IA CG OV 

*** 

** 

* 

** 

*** 
- Atividade  α -glu 

 

 - Formação de Hz 
 



62 

 

 
 

 

 

 

 
 
Figura 13. Efeito do silenciamento do gene da α-glu F na expressão relativa (A), na 

atividade enzimática primária e na formação de Hz (B).Expressão Relativa (qRT-PCR) da 

α-glucosidase foi medida nos insetos Injetados (I) e Não Injetados (N) no intestino médio 

posterior (IP), intestino médio anterior (IA), corpo gorduroso (CG) e ovário (OV), Branco (B). 

As condições utilizadas para realização deste experimento foram as mesmas descritas na figura 

8. A atividade de α-glucosidase e formação de Hz dos insetos injetados foram feitas a partir de 

um pool de 6 fêmeas adultas. Resultados são média de 3 determinações independentes ± S.E.M. 

(*), (**) e (***) significam P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente, quando comparados ao 

valor de injetados com dsNeo.  
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5.5 – Atividade da -glucosidase de outros organismos e seu potencial de 

cristalização de heme in vitro 

A atividade hidrolítica e de formação de Hz foram medidas nas frações proteicas 

solúvel e não solúvel, de dois insetos não hemiptera (Coleoptera) e não hematófagos, 

Callosobruchus maculatus e Tribolium castaneum (larva e adulto). Rhodnius prolixus 

foi utilizado como controle positivo (Figura 14A). As frações não solúveis de 

C.maculatus e R. prolixus apresentaram maior atividade hidrolítica do que suas frações 

solúveis. Amostras de T.castaneum apresentaram baixa atividade, e diferenças 

significativas entre as frações de proteínas solúveis e não solúveis. A formação de Hz 

foi substancialmente maior nas frações não-solúveis em comparação com as frações 

solúveis (Figura 14B) e foi maior em R. prolixus e larvas de T. castaneum do que nos 

extratos de intestino médio de C. maculatus. 

Além dos insetos, um grupo de diferentes organismos foi utilizado para verificar 

a presença da atividade hidrolítica e de formação de hemozoína de α-glucosidases. Para 

isso nós testamos a levedura Saccharomyces cerevisiae, a bactéria Bacillus 

thuringiensis; o trematódeo Schistosoma mansoni; o protozoário Toxoplasma ghondii; 

células Vero (células epiteliais de rim de Macaco verde Africano em cultura) e a planta 

Arabidopsis thaliana. Destes diferentes materiais também foram obtidas uma fração 

proteica solúvel e não solúvel. O material obtido foi analisado quanto a presença da 

atividade hidrolítica e de formação de Hz da α-glucosidase (Figura 15A e 15B). A 

atividade hidrolítica de α-glucosidase na fração não solúvel foi significativamente maior 

que a atividade na fração solúvel somente no material obtido a partir do trematódeo S. 

mansoni em relação a todas as outras amostras (Figura 15A). Quando avaliamos a 

atividade de formação de Hz nesses mesmos organismos observamos uma maior 

atividade nas frações não solúveis de todos os materiais testados, exceto em 

Toxoplasma ghondii (Figura 15B). 

Mury et al. (2009) sugeriu que a formação de Hz está diretamente relacionada 

com enzima α-glucosidase em R. prolixus. Aqui verificamos se a relação entre a 

atividade hidrolítica e de biocristalização existem também em outros materiais 

biológicos. Analisando os resultados mostrados nas figuras 14A e 14B temos que 

apenas os insetos C. maculatus larva e adulto e R. prolixus apresentaram o mesmo perfil 

de atividade hidrolítica e de síntese de Hz, indicando que essas atividades podem estar 

diretamente relacionadas nesses insetos. Nos diferentes organismos todas as frações não 

solúveis avaliadas foram capazes de promover a formação de Hz (Figura 15A e 15B). 
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Todas essas atividades analisadas podem ser comparadas às atividades de R. prolixus e 

S. mansoni que demonstraram uma clara relação entre as atividades de α-glucosidase e 

formação de Hz.  

 

 
 

 

 
Figura 14: – (A) Atividade de α-glucosidase e (B) formação de Hz em diferentes insetos, 

usando extrato proteico não solúvel (NS) e solúvel (S). A extração de proteína foi feita com 

Tampão Fosfato 20 mM, pH 7,4, contendo 0.1% NP-40. C – Controle; Cm.L –Callosobruchus 

maculatus Larva; Cm.A. - C. maculatus Adulto; Rpro – Rhodnius prolixus, Tc L. – Tribolium 

castaneum Larva; Tc A – T. castaneum Adulto. Resultados são representativos de três 

experimentos realizados em triplicata. 

A 

B 
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Figura 15: (A) Atividade de α-glucosidase e (B) formação de Hz de extrato protéico de 

membrana em diferentes organismos não insetos usando extrato proteico não solúvel (NS) 

e fração solúvel (S). A extração de proteína foi feita com Tampão Fosfato 20 mM, pH 7.4, 

contendo 0.1% NP-40. C – Controle; Lev – Levedura - Saccharomyces cerevisiae, Bt – Bacillus 

thuringiensis; Schist. - Schistosoma mansoni, Vero – Células Vero; Ara – Arabidopsis thaliana, 

Toxo – Toxoplasma ghondii. Resultados são representativos de três experimentos realizados em 

triplicata. 
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A atividade de formação de Hz associada à fração não solúvel traz um problema 

adicional à interpretação dos resultados. É possível que, junto a estas frações, existam 

resquícios de lipídeos de membrana, lipoproteínas e/ou outras moléculas lipofílicas, 

carreadas pelo processo de extração. Estas moléculas podem apresentar potencial de 

promover a biocristalização de heme (Stiebler et al., 2011). Assim, seria preciso uma 

prévia extração de lipídeos destes materiais de maneira a descartar este efeito 

secundário. Para, tornar mais clara, então, a associação entre a presença da enzima e a 

atividade de biocristalização de heme, foram utilizados inibidores da atividade 

hidrolítica (DEPC e eritritol) e também um inibidor da atividade de formação de Hz 

(cloroquina) cujos efeitos em uma e em outra atividade podem nos ajudar a validar 

nossa hipótese. 

Os efeitos da cloroquina, DEPC e eritritol na atividade hidrolítica da α-

glucosidase podem ser vistos na tabela 4. Por outro lado, a tabela 5 mostra o efeito dos 

mesmos inibidores na atividade de formação de Hz. A atividade hidrolítica em C. 

maculatus e R. prolixus foi sensível ao eritritol mas não a de T. castaneum. A atividade 

hidrolítica nos extratos das larvas de C. maculatus, larvas de T. castaneum e R. prolixus 

adultos foram significativamente reduzida na presença de DEPC. Cloroquina reduziu a 

atividade hidrolítica de C. maculatus adulto e R. prolixus (Tabela 4). A atividade 

hidrolítica em S. cerevisiae, S. mansoni e células Vero foi sensível a cloroquina e 

eritritol (Tabela 5). DEPC não inibiu a atividade hidrolítica dos extratos proteicos dos 

não insetos, exceto para a atividade observada em extratos proteicos de S. mansoni 

(Tabela 5). A atividade de formação de Hz foi significativamente reduzida na presença 

de eritritol, DEPC e cloroquina em todos os extratos de insetos e não insetos (Tabela 4 

e 5). DEPC não foi eficaz como inibidor da atividade de formação de Hz, exceto em 

extrato de células Vero.  
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Tabela 4: Ensaio da atividade hidrolítica in vitro do extrato proteico da fração não 

solúvel de insetos e outros organismos não insetos, na presença ou ausência dos 

inibidores eritritol, DEPC e cloroquina. 

 

  

Os resultados dos ensaios de atividade hidrolítica foram expressos como nmolρ-

nitrofenolato formado. Os resultados são representativos de dois experimentos 

realizados em triplicata ±SEM (n = 4) *(p < 0.05); **(p < 0.01). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amostras 

 
Atividade α-Glucosidase (mU/mg) – não-insetos 

Controle +Eritritol 
 

ρ - value + DEPC 
 

ρ - value +Cloroquina ρ - value 

S. cerevisae 93,35 28,94 

 

0,0148* 103,76 0,1565 47,73 0,0142* 

B. thuringiensis 62,64 12,88 

 

0,0549 47,9 0,3083 46,23 0,3194 

S. mansoni 380,86 37,93 

 

0,0005*** 199,99 0,0025** 198,99 0,0042** 

Células Vero 72,93 17,17 

 

0,0048** 78,8 0,1907 42,34 0,0171* 

T. gondii 43,05 40,93 

 

0,623 39,25 0,1476 26,84 0,1099 

A.thaliana 126,17 27,93 

 

0,1257 77,05 0,3283 61,76 0,2375 

 
Amostras 

 
Atividade α-Glucosidase (mU/mg) – Insetos 

 
Controle 

 
+Eritritol ρ - value 

 
+DEPC 

 
ρ - value 

 

+Cloroquina 
 

ρ - value 

C. maculatus larva 1047,03 112,5 0,0232* 600,18 0,036 * 900,18 0,4228 

C. maculatus adulto 89,40 23,52 0,0128* 154,58 0,2691 115,58 0,031* 

R. prolixus adulto 287,04 26,465 0,0007*** 104,96 0,0017** 89,69 0,0031** 

T. castaneum larva 101,17 105,40 0,7456 50,77 0,001** 90,81 0,1461 

T. castaneum adulto 41,99 82,76 0,0503 30,15 0,4587 70,23 0,0544 
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Tabela 5: Ensaio da formação de Hz in vitro pelo extrato proteico da fração não 

solúvel de insetos e não insetos, na presença ou ausência dos inibidores eritritol, 

DEPC e cloroquina. 

 

Os ensaios de biocristalização foram realizados por 24h a 28ºC. A atividade de síntese de Hz 

foi expressa em nmol de heme convertido a Hz em 24h, utilizando 12 μg de extrato proteico. 

Os resultados são representativos de dois experimentos realizados em triplicata. ±SEM (n = 4) 

*(p < 0.01). ***(p < 0.001). 

 

 

 

 

 

 

Amostras 
 

Formação de Hz nmol heme) – Insetos  
 

Controle 

 
+Eritritol ρ - value 

 
+DEPC 

 
ρ - value 

 

+Cloroquina 
 

ρ - value 

C. maculatus larva 0,21 0,13 0,0002*** 0,09 0,0001*** 0,03 0,0001*** 

C. maculatus adulto 6,52 0,23 0,0001*** 1,70 0,0003*** 0,06 0,0001*** 

R. prolixusadulto 9,98 0,17 0,0001*** 1,16 0,0001*** 0,02 0,0001*** 

T. castaneum larva 0,32 1,18 0,0001*** 0,32 0,0001*** 0,03 0,0001*** 

T. castaneum 
adulto 1,22 1,32 0,0013** 1,22 0,0024** 

 

0,03 0,0001*** 

Controle (Branco) 0,03 0,03  0,03  0,03  

Amostras 
 

Formação de Hz (nmol heme) – não-insetos 

Controle 

 
+Ertritol ρ - value 

 
+DEPC 

 
ρ - value 

 

+Cloroquina 
 

ρ - value 

S. cerevisae 1,14 0,27 
 

0,0001*** 2,03 0,0001*** 0,04 0,0001*** 

B. thuringiensis 9,98 0,17 
 

0,0001*** 1,16 0,0003*** 0,02 0,0001*** 

S. mansoni 5,97 1,51 
 

0,0001*** 3,20 0,0001*** 0,05 0,0001*** 

Vero Cells 7,27 4,14 
 

0,0029** 8,20 0,1578 0,05 0,0001*** 

T. gondii 2,81 1,47 
 

0,0001*** 2,81 0,0001*** 0,04 0,0001*** 

A.thaliana 3,36 0,40 
 

0,0002*** 2,88 0,0001*** 0,05 

 
0,0005*** 

Controle (Branco) 0,03 0,03  0,03  0,03 
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6 – DISCUSSÃO 

 

Várias -glucosidases têm sido associadas com a digestão de carboidratos em 

insetos (Terra & Ferreira, 1994, Carneiro et al, 2004; Kubota et al, 2004; Damasceno-Sá 

et al, 2007; Zibaee et al, 2009; Santos et al, 2008; Fonseca et al, 2010; Ghadamyari, 

2010; Vale et al, 2012.; Watanabe et al, 2013; Fialho et al, 2013; Mehrabadi, 2011; 

Souza-Neto et al, 2007). Porém, trabalhos realizados com hemípteras mostram o 

envolvimento dessas enzimas em diferentes funções que não a digestão. Em pulgões, 

por exemplo, α-glucosidases parecem ser essenciais no controle da osmolaridade em 

dietas contendo sacarose (Ashford et al., 2000). 

O grupo de pesquisa de Silva-Filha trabalhando com -glucosidases de Culex 

quinquefasciatus, mostrou que a atividade da toxina de Bacillus sphaericus binário (bin) 

sobre larvas de Culex quinquefasciatus depende da sua ligação específica ao receptor 

CQM1, uma -glucosidase ligada à membrana  do intestino médio do inseto (Romão et 

al, 2006; De Melo et al, 2008; Chalegre et al, 2009; Amorim et al, 2010; Ferreira et al, 

2014).  

As α-glucosidases de insetos podem ser encontradas, no intestino médio, na 

forma solúvel ou ligadas à membrana. As solúveis podem ocorrer no lúmen do intestino 

médio, como observado em Coleoptera (Colepicolo-Neto et al.,1986; Baker, 1991), e 

Himenoptera (Schumaker et al., 1993) ou pode permanecer no interior do glicocálix, 

como encontrado em Lepidoptera (Ferreira et al.,1993). Em Musca domestica (Diptera), 

uma α-glucosidase é encontrada no lúmen intestinal e uma outra permanece no 

glicocálix (Terra & Jordão, 1989). As α-glucosidases de membrana são proteínas 

integrais da membrana microvilar em células intestinais de Diptera (Terra e Jordão, 

1991).  

Gutierrez (2013), a partir da sequência parcial de uma α-glucosidase de R. 

prolixus (Mury et al., 2009), que neste trabalho chamamos de α-glu F, localizou outras 5 

α-glucosidases nos bancos de dados genômicos de R. prolixus e outros organismos 

utilizando o programa HMMER. Essas α-glucosidases foram chamadas aqui de α-glu A, 

B, C, D e E. A partir das sequências dessas α-glus foram construídas dsα-glus (Tabela 

1) para verificar o efeito do seu silenciamento gênico, e entender melhor as correlações 

entre a atividade hidrolítica e a atividade de formação de Hz dessas α-glus no inseto R. 

prolixus. Gutierrez (2013) também as classificou como proteínas solúveis e de 
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membrana, identificando a ocorrência de regiões transmembranas nas sequências, e 

mostrou que as α-glus A, B e C são provavelmente proteínas de membrana e as α-glus 

D, E e F são proteínas solúveis. No caso específico da α-glu F, a sequência indica uma 

proteína solúvel. Entretanto, esta classificação não é completamente confiável visto que 

a análise foi realizada apenas com 50% da sequência.  

Souza-Neto et al., (2007) identificaram três diferentes α-glucosidases no 

intestino médio das fêmeas de Anopheles aquasalis. A presença desta enzima foi 

identificada por caracterização bioquímica e pela localização dos três fragmentos 

codificantes para α-glucosidases e transcritos codificantes para α-glucosidases nos 

tecidos epiteliais do intestino médio deste inseto. Em estudos com o mosquito 

Anopheles stephensi, α-glucosidases ligadas a membranas foram detectadas apenas na 

região médio-anterior do intestino médio após a alimentação sanguínea, ao passo que 

toda atividade α-glucolítica encontrada no intestino médio-posterior estava restrita ao 

lúmen intestinal (Billingsley e Hecker, 1991). Em Rhodnius prolixus verificamos que α-

glucosidases podem ser encontradas não somente no intestino médio posterior, como 

também no intestino médio anterior, corpo gorduroso e ovários (Figura 5), podendo 

estar envolvidas em diferentes processos fisiológicos desses tecidos.  

Estudos relatam que insetos hematófagos como Phlebotomus papatasi (Jacobson 

& Schlein, 2001) e Aedes aegypti (Whitbyet al., 2005), quando alimentados com sangue 

possuem uma alta atividade de α-glucosidase. Dillon & el-Kordy (1997) observaram 

maior atividade de -glucosidase em Phlebotomus langeroni após uma refeição de 

sangue. Em outros organismos hematófagos como, por exemplo, Lutzomyia longipalpis, 

há um aumento na atividade da α-glucosidase quando na presença de dieta rica em 

sangue (Gontijo et al., 1998).  No presente trabalho, avaliamos a influência da 

alimentação na atividade hidrolítica da α-glucosidase e formação de Hz no intestino 

médio posterior de R. prolixus. Verificamos que a alimentação com sangue  foi capaz de 

aumentar tanto atividade hidrolítica da enzima quanto a síntese de Hz (figura 6). Mury 

(2010) corrobora com esses resultados quando mostra a atividade da α-glucosidase 

derivada do intestino médio de R. prolixus alimentados com plasma comparada com a 

de insetos alimentados com plasma na presença de hemina. A atividade hidrolítica dos 

insetos alimentados sem hemina foi menor quando comparada com insetos que se 

alimentaram com plasma suplementado com hemina. Nestes últimos, a atividade 

hidrolítica da α-glucosidase foi claramente aumentada, sugerindo que o heme é um 

importante regulador da síntese da α-glucosidase. 
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Heme não é apenas o grupamento prostético de proteínas, mas atua como uma 

molécula regulatória versátil conhecida por regular processos celulares diversos, como 

diferenciação, transcrição e processamento pós-traducional em diferentes sistemas. 

Heme é capaz de regular a transcrição de muitos genes por ligar elementos responsivos 

a heme (HRE) e/ou controlar a atividade de fatores de transcrição específicos (Sinclai et 

al., 2010). Mosquitos Aedes aegypti quando desafiados com Serratia marcescens 

apresentaram uma expressão reduzida de genes envolvidos com resposta imune 

(cecropina D, cecropina G e atacina) no intestino após alimentação sanguínea. Neste 

mesmo trabalho verificaram que a suplementação com heme aumenta em 2 vezes os 

níveis microbianos, sugerindo que a molécula de heme influencia diretamente a resposta 

imune também in vivo, resultando na proliferação da microbiota intestinal (Bottino-

Rojas et al., 2015). Dessa forma, o passo seguinte foi no âmbito de investigar se, além 

da sua ação sobre a atividade de formação de Hz, esta molécula poderia atuar como 

modulador da expressão da α-glucosidase. Verificamos que a maioria dos genes 

codificantes de α-glucosidases tiveram uma expressão significativamente mais elevada 

quando R. prolixus foram alimentados com sangue em comparação a dieta com plasma 

e insetos mantidos em jejum (figura 7). Estes resultados ampliam aqueles obtidos por 

Mury (2010) que mostrou que a suplementação da alimentação de R. prolixus com 

hemina, aumenta a expressão da α-glucosidase. Por outro lado, nós mostramos que este 

efeito não é aplicável a todos os genes estudados, pois somente os genes α-glu B, C, D e 

F tiveram sua expressão aumentada pela alimentação com sangue. Este aumento não 

está associado à solubilidade das proteínas codificadas por estes genes.   

Triatomíneos diferem de outros insetos hematófagos (como Diptera) cujos dados 

genômicos estão disponíveis, porque apresentam intestino dividido em três segmentos 

distintos (intestino médio anterior, AM; intestino médio posterior, PM e intestino 

posterior, RE) que executam diferentes funções durante a digestão do sangue (Ribeiro et 

al., 2014). A porção AM possui um endossimbionte, Rhodococcus rhodnii, que é 

essencial para o desenvolvimento e fertilidade do barbeiro. Nenhuma digestão 

proteolítica ocorre nesta região. A porção AM libera lentamente o seu conteúdo no PM 

durante um período de 20 dias (Ribeiro et al., 2014). No sequenciamento do genoma de 

R. prolixus foram utilizados vários tecidos em diferentes estados pós-alimentares e 

diferentes estágios de desenvolvimento para a construção de bibliotecas de cDNA que 

foram submetidos a pirosequenciamento, incluindo uma biblioteca de corpo inteiro 

(WB, 862.980 leituras) e bibliotecas do AM (156.780 leituras), do PM (145.986 
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leituras), assim como de corpo gorduroso (FB, 177.944 leituras) e ovário (OV, 111.190) 

(Ribeiro et al., 2014). Estas leituras foram reunidas em contigs, permitindo a 

identificação de transcritos que são significativamente superexpressos em tecidos 

específicos, permitindo assim uma visão sobre transcrições específicas nos segmentos 

do trato digestivos de R. prolixus (Ribeiro et al., 2014). Através do transcriptoma de R. 

prolixus, obtivemos as sequências das α-glucosidases (Gutierrez, 2013) identificadas 

através do número dos contigs e utilizadas para construir as dsα-glus (Tabela 2) para os 

experimentos de silenciamento gênico no inseto R. prolixus. 

Silenciamento gênico é uma poderosa ferramenta para o estudo da função de 

genes em diferentes organismos e se processa pela utilização de RNA de interferência 

ou RNA interferente (RNAi; em condições naturais, constitui-se em um fenômeno 

caracterizado pela presença de siRNAs, com papel de regulação negativa de genes (Fire 

et al., 1998). A introdução de dsRNA induz silenciamento gênico específico em 

organismos vivos produzindo um bloqueio na produção da proteína correspondente 

(Hammondet al., 2001).   

 Os efeitos do tratamento com dsRNA em eventos fisiológicos têm sido 

relatados em várias espécies de insetos (Zhou et al., 2008;. Boerjan et al., 2011). Walter-

Nuno (2011) ao silenciar a RHBP (do inglês Rhodnius Heme Binding Protein), proteína 

sintetizada pelo corpo gorduroso e encontrada tanto na hemolinfa como nos ovócitos de R. 

prolixus (Oliveira et al., 1995), verificou que a postura de ovos não foi afetada nas fêmeas 

em que RHBP foi silenciada, mas a coloração dos ovos variou do rosa ao branco, o que 

mostrou que o silenciamento afetou a transmissão de RHBP para o embrião. Os resultados 

mostraram que insetos injetados com dsRHBP tiveram cerca de 90% de redução nos níveis 

de RNA mensageiro da RHBP, entre os dias 2 e 12 após a alimentação,diminuindo a 

viabilidade destes ovos. Outros trabalhos de silenciamento em R. prolixus também 

comprovam a eficiência do silenciamento de alguns genes no inseto. Ao investigar a 

embriogênese de R. prolixus, foi silenciado o gene giant, que é expresso nos ovários e 

fornecido ao embrião. A diminuição da expressão desse gene através de injeção de 

dsRNA mostrou a importância de giant para a formação adequada da cabeça e do 

abdômen do embrião. Os embriões originados das fêmeas silenciadas não apresentaram 

apêndices mandibulares e maxilares na cabeça e nem segmentos anteriores no abdômen 

(Lavore et al., 2012). Araujo et al. (2006) também mostraram o silenciamento mediado 

por RNAi em R. prolixus, ao injetar na hemocele de fêmeas uma dsRNA para o gene 

que codifica a nitroforina 2 em glândula salivar. Esta proteína auxilia na prevenção da 
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coagulação do sangue ingerido no repasto sanguíneo. O silenciamento provocou o 

encurtamento do tempo de coagulação do sangue ingerido pelos insetos silenciados. 

No presente trabalho nós avaliamos a eficiência do silenciamento de 6 genes de 

α-glucosidases, injetando dsRNAs específicas na hemocele das fêmeas de R. prolixus. O 

efeito do silenciamento foi avaliado 4 dias após o repasto sanguíneo, pois de acordo 

com Mury (2010) no 4º dia após a alimentação, o nível de RNAm de α-glucosidase é 

maior, o que reflete uma alta atividade de α-glucosidase e, portanto, o efeito do 

silenciamento é mais evidente. Além disso, a atividade de α-glucosidase é baixa nos 

primeiros estágios da digestão sanguínea no intestino médio de R. prolixus (Silva et al., 

2007).  

Inicialmente, nós monitoramos a mortalidade, oviposição e viabilidade de ovos 

de Rhodnius prolixus após a injeção de dsRNA desenhadas para o silenciamento dos 6 

genes de α-glucosidases  (Tabela 3), de maneira a entender a ação das dsRNAs sobre a 

fisiologia e saúde do inseto. Com a exceção do silenciamento de α-gluC e α-gluD, todos 

os outros silenciamentos gênicos de α-glus (α-glu A, B, E, F) resultaram numa redução 

significativa da postura de ovos, que vão desde 51% de ovos postos (dsαgluB) a 82% de 

ovos postos (dsαgluA). No entanto, a viabilidade dos ovos permaneceu inalterada, 

sugerindo que a oviposição reduzida pode ser uma consequência da reduzida 

disponibilidade de nutrientes causada por um processo digestivo alterado. Verificamos 

uma taxa de mortalidade significativamente aumentada em dsαgluA, dsαgluB, dsαgluE, 

e dsαgluF em fêmeas tratadas.  Mury et al. (2009) mostram que o silenciamento de α-

glucosidases  usando uma dsRNA construída a partir de uma sequência de α-

glucosidase de Anopheles aquasalis foi capaz de silenciar α-glucosidases  no R. prolixus  

e que o silenciamento aumentou em 34%  a mortalidade e diminuiu em 15% a postura 

de ovos de fêmeas injetadas. 

A eficiência do silenciamento gênico foi monitorada tanto por qRT-PCR, como 

pela atividade hidrolítica da enzima, usando -nitrofenil α-D-glucopiranosideo como 

substrato. Ao injetarmos cada uma das dsα-glus em fêmeas de R .prolixus, nós 

avaliamos a expressão desses genes em diferentes tecidos do inseto,a saber: intestino 

médio posterior, intestino médio anterior, corpo gorduroso e ovários, usando como 

controle (expressão relativa =1) insetos injetados com uma dsRNA não relacionada 

(dsNeo). Os resultados mostram um padrão de expressão diferenciado para cada tecido 

em cada uma das α-glus selecionadas (figura 8A a 13A). Quando dsαgluA foi injetada, 

foi observada expressão reduzida em intestino médio posterior e corpo gorduroso, mas 
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não no intestino anterior, em que a expressão mostrou-se três vezes maior quando 

comparada as fêmeas controle (figura 8A). Este padrão inesperado, pode ser uma 

resposta compensatória para o silenciamento de um gene aumentando a expressão de 

genes homólogos, ou talvez por alguma característica da sequência utilizada no desenho 

da dupla fita que poderia causar um efeito indireto que culminasse no aumento da 

expressão do gene alvo, em vez do seu silenciamento (Scacheri et al., 2004;. Portnoy et 

al., 2011).  

Para confirmar o envolvimento da enzima α-glucosidase na formação de Hz, 

vimos que os resultados obtidos tanto da atividade hidrolítica da enzima quanto a 

formação de Hz, mostram uma clara associação entre a expressão de α-glu, atividade de 

α-glucosidase e síntese de Hz para todas as α-glus exceto a atividade hidrolítica em 

fêmeas injetadas com a dsα-gluD (Figura 8B a 13B).  Os resultados obtidos de fêmeas 

injetadas com dsα-glu F (Figura 13A e 13B) corroboram com os dados anteriores do 

grupo em que Mury et al., (2009) sequenciaram 50% do gene da α-glu, e injetaram 

dsRNAs desenhados a partir da sequencia gênica da α-glucosidase de Anopheles 

aquasalis, na hemocele de fêmeas  deste mesmo hemíptero, que foram capazes  de diminuir 

a expressão do gene, resultando em uma redução das atividades de α-glucosidase e de 

formação de hemozoína em um padrão muito similar. 

No curso da evolução, organismos que selecionaram o sangue como fonte de 

nutrientes apresentavam um conjunto de estratégias capazes de superar a toxicidade do 

heme e, portanto, estavam pré-adaptados a este hábito alimentar (Graça-Souza et al., 

2006; Ferreira el al., 2015). No entanto, estudos do grupo mostraram que extratos 

proteicos do intestino médio de insetos hemípteros não hematófagos, como Dysdercus 

peruvianus e Quesada gigas, também têm uma atividade de formação de Hz (Ferreira et 

al.,2015). Os resultados deste trabalho sugerem que a formação de Hz poderia ser uma 

atividade secundária de -glucosidases e não uma característica específica destas 

enzimas em hemípteros hematófagos. Para testar esta hipótese, avaliamos a presença 

desta atividade em diferentes modelos biológicos.  

Inicialmente comparamos o R. prolixus com dois insetos coleópteras, 

Callosobruchus maculatus e Tribolium castaneum. Larvas de C. maculatus tem 

atividade hidrolítica superior aos adultos, tanto no extrato solúvel quanto no extrato não 

solúvel. T. castaneum apresentou baixa atividade hidrolítica nas duas fases de vida 

observadas e para os dois tipos de extrato proteicos do intestino médio desses insetos 

(Figura 14 A). Uma atividade de formação de Hz residual foi encontrada em extratos 
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de proteína solúvel para todos os insetos. Entretanto, a fração não solúvel apresentou 

atividade de formação de Hz. Esta atividade foi maior para T. castaneum do que para C. 

maculatus (Figura 14B). Este resultado pode ser interpretado a luz dos trabalhos de 

Egan, que mostram que lipídeos presentes nas diferentes amostras podem ser indutores 

da síntese de Hz (Egan, 2008a; Egan, 2008b, Stiebler et al., 2014) Portanto, diferentes 

conteúdos lipídicos, seja da alimentação dos insetos ou dos tecidos do próprio inseto 

poderiam interferir com os resultados.   

Na próxima etapa, procuramos ampliar a triagem para a síntese de Hz associada 

à -glucosidase utilizando extratos proteicos de diferentes organismos não-insetos, 

Schistosoma mansoni, Toxoplasma gondii. Entre estes organismos, uma alta atividade 

foi encontrada no extrato proteico não-solúvel de Schistosoma mansoni. Todos os 

outros extratos tiveram uma baixa atividade hidrolítica. No entanto, a atividade de 

formação Hz foi facilmente detectável em todos os extratos, exceto em Toxoplasma 

gondii, onde uma baixa atividade foi observada apenas na fração insolúvel do extrato.  

Stiebler et al. (2011) analisaram os fatores envolvidos na síntese de Hz em 

diversos sistemas biológicos. No intestino médio de R. prolixus, ambos lipídeos e 

proteínas constituintes da PMM cooperam para promover a síntese de Hz (Stiebler et 

al., 2010). Em Schistosoma mansoni, a Hz também é produzida fisiologicamente e 

lipídeos parecem ser os principais agentes da formação de Hz (Côrrea-Soares et al., 

2007). Em Plasmodium falciparum, uma HDP (heme detoxification protein), bem como 

lípideos, foram implicados na síntese de Hz (Jani et al., 2008; Fitch et al., 1999). 

Perante estas possibilidades, foram testados os efeitos de inibidores de -glucosidases 

sobre a atividade hidrolítica e a síntese de Hz. Também testamos os efeitos de um 

inibidor conhecido da síntese de Hz (cloroquina) sobre a atividade hidrolítica de -

glucosidase. Nossos resultados até aqui não foram capazes de clarificar a questão. 

 DEPC inibe várias enzimas por modificação de resíduos de histidina (Coan & 

DiCarlo, 1990). Tratamento com DEPC inibe a atividade de -glucosidase de C. 

elegans em 40% (Torre-Bouscoulet et al., 2004). O eritritol é um inibidor competitivo 

da -glucosidase (Auricchio et al., 1968). Ambos os inibidores foram utilizados no 

presente estudo para avaliar a presença da atividade de -glucosidase em associação 

com a síntese de Hz nos extratos proteicos (Tabela 4). Os resultados mostram que nem 

todos os extratos tem atividade hidrolítica sensível aos inibidores eritritol ou DEPC. 
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Este resultado pode servir para o desenvolvimento de uma ferramenta para distinguir 

diferentes grupos de α-glucosidases. 

Drogas do tipo quinolina, tais como a cloroquina, agem contra o Plasmodium 

através de inibição da síntese de Hz (Sullivan et al., 1996, Meshnik, 1996;. Ridley et al., 

1997). Estas drogas inibem a síntese de Hz in vitro em diferentes condições fisiológicas 

(Slater e Cerami, 1992). A ação dessas drogas anti-malária em S. mansoni (Corrêa-

Soares et al., 2009) ocorre através de um mecanismo idêntico e abre uma nova frente de 

desenvolvimento quimioterápico. Aqui, a cloroquina inibiu a atividade de formação de 

Hz de todos os extratos proteicos (Tabela 5). Por outro lado, a cloroquina também 

reduziu a atividade hidrolítica da α-glucosidase em C. maculatus, R. prolixus, S. 

cerevisiae, S. mansoni e células Vero (Tabela 4). Inesperadamente, os inibidores de -

glucosidase também foram capazes de diminuir a formação de Hz (Tabela 5) em quase 

todos os extratos proteicos, exceto em células Vero. Estes resultados sugerem uma 

associação física de ambas as atividades na estrutura da enzima. Além disso, as nossas 

constatações indicam que a cloroquina e outros inibidores podem ser utilizados para 

avaliar ambas as atividades hidrolíticas da -glucosidase e formação de Hz. Entretanto, 

mais estudos cinéticos com medidas de constantes de inibição e ensaios de competição 

entre as diferentes drogas são ainda necessários. Uma abordagem cinética aliada ao 

estudo da estrutura desta enzima pode ser fundamental para entender o mecanismo de 

inibição e elucidar as interseções entre as atividades aqui descritas.  

Moléculas de heme interagem com as PMM e se ligam a elas, em intervalos 

regulares (Silva et al., 2007), o que facilita a formação de cristais. A proteína marcadora 

destas membranas é uma -glucosidase (Ferreira et al., 1988; Silva et al., 1995; Smith 

et al., 2004). Durante a formação de Hz, é provável que a interação do heme com as 

PMM seja mediada por esta α-glucosidase. Durante a formação de cristais, o processo 

de nucleação é um passo limitante. O papel da -glucosidase da PMM na formação de 

Hz provavelmente é promover o processo de nucleação na interface entre os lipídeos da 

PMM e o lúmen intestinal (Mury et al., 2009, Stiebler et al., 2011). Uma vez que 

cristais de Hz são formados nas PMM nas fases iniciais do processo da digestão, a 

continuação da cristalização de heme se torna fisiologicamente muito eficaz. Este 

aumento da eficácia certamente explica porque  97% do heme no intestino médio de R. 

prolixus é encontrado sob a forma de Hz (Stiebler et al., 2010). No contexto do atual 

trabalho, isso explica também nossa interpretaçao dos resultados obtidos a partir de 
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diferentes materiais biológicos, cujo conteúdo de proteínas é conhecido, mas de lipídeos 

não. 

Demonstramos aqui que os extratos proteicos derivados de insetos não 

hematófagos, tais como C. maculatus e T.castaneum, bem como aqueles a partir de 

diferentes organismos não-insetos, incluindo S. mansoni, A.thaliana, T. gondii e S 

cerevisiae apresentaram atividade de biocristalização de heme. Além disso, esta 

atividade em alguns desses extratos foi provavelmente associada a -glucosidases. Este 

potencial catalítico fornece mais uma prova da plasticidade de -glucosidases, o que 

pode ter representado um passo crucial para a adaptação dos organismos a diferentes 

pressões seletivas e, em insetos hematófagos provavelmente foi um passo fundamental 

para o surgimento da hematofagia.  

A maioria das enzimas aceita mais que um substrato e possuem afinidades 

diversas a uma gama mais vasta de compostos, um fenômeno referido como 

promiscuidade enzimática (Piedrafita et al., 2015). Alguns autores consideram que a 

capacidade de uma enzima para catalisar vários substratos naturais podem ser mais 

convenientemente descrita pela expressão "multi-especificidade de substrato" ou 

"reatividade cruzada", de modo que o termo "promiscuidade enzimática" é reservada 

para as atividades secundárias  diferentes da atividade central fisiológica, a partir da 

qual  a enzima tem evoluído (Copley, 2003; Khersonsky & Tawfik, 2010; Piedrafita et 

al., 2015).  Neste contexto, a enzima -glucosidase parece ser um excelente modelo de 

estudo para se entender como uma mesma enzima pode atuar de diferentes maneiras, 

catalisando reações completamente diversas em resposta a uma pressão seletiva 

específica. 
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7 –CONCLUSÕES 

 

 

 Os genes α-glu A-F foram encontrados em todos os tecidos investigados. 

 A expressão dos genes das α-glucosidases B, C, D e F foi aumentada pela 

alimentação com sangue, entretanto a atividade hidrolítica e de formação de Hz 

não foram aumentadas na mesma proporção no intestino destes insetos, 

provavelmente porque a expressão desses genes está sob a regulação de heme ou 

outro componente do sangue, mas não as atividades. 

 O silenciamento dos genes de α-glucosidases A, B, D e F aumentaram a 

mortalidade e alteraram a taxa de oviposição das fêmeas injetadas, porém 

nenhum grupo teve a viabilidade dos ovos alterada.. 

 O silenciamento das α-glucosidases A, B, C, e F foram efetivos no intestino 

médio posterior e isso resultou da diminuiçao da atividade hidrolítica e de 

atividade de formação de Hz neste ambiente. 

 Extratos proteicos derivados de insetos não hematófagos e de diferentes 

organismos não-insetos, apresentaram atividade de biocristalização de heme,  

associada à fração não solúvel dos materiais biológicos, porém esta atividade 

não pode ser associada à atividade hidrolítica observada. 

 O efeito da cloroquina, do eritritol e do DEPC mostra que a atividade de 

formação de Hz é sensível a todos os inibidores. Por outro lado, a atividade 

hidrolítica de apenas alguns dos materiais biológicos testados foi alterada na 

presença destes inibidores e, portanto, este efeito deve ser melhor investigado. 
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9. ANEXOS 

 

Anexo 1  

Sequência de nucleotídeos da α-glucosidase A de R.prolixus. A sequência de nucleotídeos utilizada 

para o desenho de primers específicos para qPCR estão em negrito. 

ATGGGTCCCTTGGAATACATACGAGCTTTGTTTTCTTGGCTTTATTTATTAATTCTGGGTCTGTTCTACAC
GGAAAATGGGTTCTTAGCTTCAAAATCTAAAATTGGAATAAAGCCTGATGTAAAACGTAGAAAAATGG
ACGGTCCAATTATAGATTTAGAACTTAATAAAGGAGAGAATCGAGAAAAGGAACTTTTCAGAATTAGA
AAAGATTATCAAGTCAGATTAAAGGAAGGTCCATCTCTATACGGTTGTAATGTTCGAGTGTATACTAAT
CTGCCAGAATTTTCTGAACAAAAATTCGAACGCTCACAGTACAGACTGGTCAAAGATGGAGTTTTACTA
GCTGATCGTGCTGGTTCATTTCATTACTATTTCGTCATTGGAACCTCTGATTCCAGAAATGATGCTGCCG
GTGAAGGTTATATTCTTGTAGAGCCTAACCTTACTTTAAACGGTGAGGAATTACCTTTAGACTGTATTCA
ATGTGTGACCGTACTTTCCAAGTGTTTAGGCCCTATGTCTACTTGGAATGATCGTTTAAGTATAGCCGTT

CAATCTGGTTATAATATGGTTCATTTTACCCCAATTCAGCAACGTGGCAAGTCTAATTCTGCATATTCCA
TCAATGATCAACTGTCTATCGATCAAAGCTTTGCTGAAGGCCCTTTTCAAACAAGACCAACTATGGAAC
AGGTGGGAAATTTCATGGAAAATTTACGCAAAGAGCATAAGGTATTAAGTATATGTGATGTTGTGCTGA
ATCATACAGCAACCGAAGCAGAATGGTTACAATCTCATCCTGAATGCGCGTACAATTTAATGAATACAC
CACATCTCAGACCTGCTTATTTCCTAGATAGACTCTTGAAAGATTTCAGCAAAGATATAGCCAATGGAA
TGTATGATACTTGTGGTCTAACTGCTGAAATTGAAACTGAAGAACATTTACAGGCCCTCAGGCATCAAT
TGAATAGTGTTATATTACCAGCGGCAAAGATTGCTGAATTTTACACTGTGGACATAAAGAAACTAGTAG
CGGAATTCAGTGATAGATGTTACAAGAGTGAACCTGCAAGAAATCCGGCTGTCAGGGATGAATGTAGG
TTGAAAGTAATACAGGATCCTCTTTATGAGAGGTTAAAATCAACTGTTGATTTGGAGTTAGCAGTAAAT

TCGTATAATATATATAGAAGTGATTGTTTCGATGAGGACACAAGAAAAAGAAAATGTACTGAAAGTTTT
AAAAAACGTTTGGAACAATTGAATGATGTTATCCAAAAAGAAATTGACGACCATTTACAAGCGGCCGT
TGAAAATATCGTAGCGAATGTCAGATATTTTAGAGTCCAAAATGATGGTCCCAAACTTGGTGTGGTTAC
AGCGAAAAGTCCGTTGGTGGCCAGATACTTTGTTGATTGGAAAGCTACTAGTGAAGATGCAATGTTCAA
CAATTATGAAGGAGCATTCATTATGGCACATAACGGTTGGGTAATGGATCATGATCCGTTGCAGGACTT
TGCCCAACCGGGATCTAATGTCTATTTAAGAAGAGAACTCATACCTTGGACTGATAGCGTCAAATTAAG
GTACGGCGATAAAAGAGAAGATTGTCCATATTTATGGGATCGTATGGATCGCTATGTTTCAGAGACTGC
TCGAATATTCGATGGTATTCGATTGGATAATTGCCATTCAACACCAATTCATGTAGCTCAGTATTTATTA

GATTCAGCAAGAGCAATTAAACCAGATCTTTATGTAGTAGCTGAACTGTTTACTAACTCTGATTTGACA
GATAATGTGTTTGTCAACAAATTAGGGATCACTTCATTGATCAGGGAATGTATGTCCGCTTGGGATTCC
CATGAAGTTGGCCGATTAGTTTATAGATTTGGCGGTTGGTCAATTGGTTCGCTTTCACCGCCTAGAATTG
CTGCAGCTAAGATTGCACATGCTCTGTTTATGGATCAAACCCATGATAATCCTTCGCCTGTCAAGGTGC
GCAGTGTTTTTGATTTGCTACCTTCGTCGGCGCTGGTCTGTATGGCTGCTTGTGCAGTTGGCTCTACAA
TGGGCTATGACCAGTTGGTACCTCATCAGGTATTCGTTGATCAAGTTGATAGAGAAATTGTTTGTGTAA
CCAGACAAAATCCACGTACATTGGATTCAGTTTTACTGTTCGCTCACAATTCATTCGGTTGGCCAGACTG
CAGCACAGAGAACGGTGGTATAGGTAAGGGAATCACCGTGGATGGAATTGCACATAGCGTAATCCTGG

AAGCTTGGCTCAAACGCATAGATAATAATAACCCTTGGCATGCCAGAATTAATCAGTTTAAAAAGAATC
CAAATTATATTAATGGTCTGGATGAATATAAATTGGAATTGAAGGAAGGAATCACTGTAGAGGAGTGC
ACGATGGCTCGAATTGCACCATGCGGACACACTTCTACCAGAATCGATCTGACAAAAGCTTTTAAACCT
GGATCAGTTTTAGCTATTAGAATTATAAACAGGACAAATGCTCGAGAAGCTGCAGCTAAACTTTACAG
AGATATTCATAAAGAATTTTTAGATCAAGCACTTCAAAATTTAAATTTGATCCACATGAATCATATATT
GTACAAATGTAGTGAAGAAGAAGAAGGCGGATCTTATGATGTTCCAAATTTTGGAAAACTTGTCTATTG
TGGATTACAAGGAATTATGTCAGTATTAGAAAAAGTTTTTAAAAATGAAGACATAGGACATCCAATTTG
TGATAATATTAGGAATGGACCATGGCTAGGAGAATACACTGTTAATCGATTGAAGAGAGTCCGCGCGA

CTAGTAAACTGGGTCAGCTAATAGAAGAGAATTTAAAGCTGGTAGAACAATTACCTCGGGGTTATCGA
CCCTGGGGTATCTATAGGGTACTGAGTCAAGTATACCAAGCTGTTATTAGATCACTAATGTTACTAATG
TCTGATTTTATTAAGAACGGTGATGAGTTTACCAAGGAATTAGCTTTAATATCGATTCAGATGTGTGGC
GCAGTAGCATCCGCTCCACTTCCTCCCCTCTCTGAAAGGATTTCACCTCCAAAACTTGATGCCAGGAAA
CCGTCTGTTACTTTAGCCGCAGGTTTACCACATTTCGCAACGGGTTACATGAGATCTTGGGGTCGAGAT
ACCTTTATTTCATTGAGAGGATTACTGTTAATCACTGGACGTTTTGATGAAGCCAGATACTTGATATTGG
GCTATGGAGCCTGTCTACGGCATGGTCTGATACCTAATCTTCTGAATGGTGCTGATCTTAATCCAAGAT
ATAATTGTCGAGATGCTGTTTGGTGGTGGTTACATTCAATTAAAGAGTATTGTAAAATGGTGCCGGACG
GATATAATATCCTAAATGAACCTGTGAACAGATTATTTCCAAACAACGATGCGGAGAAACCAGAATTC

CAGGAACAAATACTCCATGACGTTATGCAAGAAGCTTTGAATGCCCACTTCCAAGGTTTATGCTTTAGG
GAAAGGAATGCCGGATTAGCTATAGATCAGCACATGACCAGCAATGGCTTTGACAATCAAATTGGTGT
CCATCCCAAAACAGGATTTGTATTTGGTGGGAATCAATGGAATTGTGGAACATGGATGGACAAGATGG
GCAGCAGCAATGAAGCCGGCACTCTGGGACGTCCTGCTACTCCTAGAGACGGTGCTGCCGTGGAGATA
GTCGGCCTTTCAATGGCTATAGTCTCTTGGCTGGATAGTGTATCACCTCATCAGTATCCGCACATTGGAG
TTACTAGAGTTACAAAATCTGGTGAAACAATCTCATGGACCTGGGAAGATTGGGTGAATAGAATAAAG
AGTAATTTTGAAACAGAATTCTACATCCCGCTAGAAGAAAGACGCGATACGAAGAATGAGAACGATAA
ATATGTACATAAGAGAGGAATCTACAAGGATACTTGTGGAGCTTCACAACCATGGTCTGATTATAGACT

AAGACCAAATTTCCTTGTCGCTATGGTAGTGGAATGGTTATGGCCAACTGGTTATTATCTTCGATCATTA



95 

 

TTGAAAACATGTGAACATAGTAGTGATAGTGTTGAAAAGACAAGAAAATGGTTGGGAAGACTTTGGTC
TACATTGCGTAGCTCAGATTGGCACGGCCTGCCAGAGCTCACTAATGAGAATGGTGCTCACTGTCCGGA
TGCATGTCCCACACAAGCTTGGTCGGCCGCTTCAATCCTAGAGAGCTGA 
 

 

Anexo 2  

Sequência de nucleotídeos da α-glucosidase B de R.prolixus. A sequência de nucleotídeos utilizada 

para o desenho de primers específicos para qPCR estão em negrito. 

ATGGTAGATCCATTAATGCCATCCACAATGGGAAATCCAGAAAGAATTGAAGACTTTAAACAGGTGGA
TCCACGATACGGCAACGTAGACAGTGTGAAGAAAGTATTGTCTGCTCTGAAACTTCAATTGAGCATCAA
TGGAGGTTCAGCGTGGACGTGGAATGAAGATAGAAAACAGTATTACCTTCATCAGTTTAATGCCACAC

AGCCTGATTTGAATTTTAGAAATCCAGAAATGATTGAATACTTTTCTGACGTATTCAAATGGTGGCTTG
ATCTTGGCTTGAGTGGTATCCATGTTGATAAGGTGGATTTCTTATTTGAAAGTCTCAATTATACTGACGA

AGCCATCAACAACATCATCCCTGGCACAGTGCACGATGAATATGATTTTTTCAGGCACACTAATACAA
GAGACTTGCCAGAATTAGTTGGTGTAATTAAACAATGGGCAGCTGTGGTTAAAAATTCATCAGGTGTAT
TTTCTATAAATGGGGTGCCAGATAACGAAGAGTTTGACTTAGCTAACTTAATACATCGCCCGTTGGTTA
TCAAGAATGGTAACTTGACGGTTGAAACTATTGGAGAAGTAGATCAACCTTGGATACGGCTGAATGTCT
CACCGACATGATGCTACTATTGCCTGGACTTTAGTTGTACCCAGTGGAACTGAACTCGGTCTGAATCCT
GGTTCAATCTTCCCTTGGGATCATTCTAATAGTAATGCAGGGTTTACTACAGCCAACTCTACATGGAAG

AAACTGCCTAGTAATTATCTTGAATCAAACGTAGAAAAAGAGAAGGTGCAAATGGATAGTTACTATAA
TACATTTAAGAGTCTAGTTAAGGAAAGAGCTTCACCTTCTATAGTACATGGTACTACAGAAACTGCTGT
CATTAATTCTACCGTTTTCGCATTTACCAGGTTGAAAAGTGGTAATCCCGGATATCTGATAGCGTTCA
ACCTTGAGCCTAAGGAAAAAGTCGTGAACTTAAGCAACATGAAGCACGTGCCCGAAGAGCTTACCGTT
ATAGCTAGATCAAAACAACTCTGGAAACAGTTGCCATTAAAG 
 

 

Anexo 3  

 Sequência de nucleotídeos da α-glucosidase C de R.prolixus. A sequência de nucleotídeos utilizada 

para o desenho de primers específicos para qPCR estão em negrito. 

ATGTCCAGATATCATTATTATTGCTGCAGTATTGTTCTGTTCTGTGTATTACTGTCTGTTGTAAACTGTCT
AGAGTGGTACGATAGTAAAGTATTATATCAGATTTACCCAAAATCTTTTGCCGATTCTGACGGCAATGG
CATTGGCGATTTAAAAGGTATAATAAATAAAGCGCAGTATCTGAAGGATCTAGGAATAGGAGCAGTCT
GGTTGTCGCCGATTTTCCAATCTCCTATGAAGGATAATGGATACGATATTTCAAATTACACTGCCATTGA
TCAAGTATACGGTACTCTGAATGATTTCAAAGAATTAATAAAAAAAGTTCATGATTTAGGCATAAAAGT
TTTACTAGATCTCGTACCAAATCATACAAGCGATGAACATAAGTGGTTTGTGGATTCTATTAATAAAAA
AAATGGAAAAGAAGATTACTATGTCTGGGTTGATCCAGACAAAATGAGTCCCGCTGGATTTTTGCCACC

AAATAATTGGGTTTCCTTGCTGGGAGGAAGTGCCTGGACTTACAATGAAAATCGCCAACAATATTATCT
ACATCAATTTGCAAGCTATCAACCTGATCTAAACTACCATAATCCTAAAGTATTAGAAGAAATTAAGAA
CGTTATGAGATACTGGTTAGATATCGGAGTAGATGGTTTCAGAGTTGATGCTGTTCCATTTTTGGTTGAA
GATAAAGAACTAGTATCAGAAGATCAAATACAAGGATGTACTGATGTTAATTCATATAACTGTTTTAGG
CACGATAAGACAAAGAATTTAAAAGAAACATACAATATACTTAGGGAATTGGGTACTGTTTTTGAAGA
AAATAAATACAAGGACCAACCAAGAAAACTTTTCCTAGAAGCATATACTACTTTGAATGATACCATTAA
ATATTATTCTAAACATGCTACGCCATTTAATTTTAATCTTCTATTATTGACTCGAGATGTGAATGCAACA
GAGGTTGAAAAACTTTTAAAAGATTGGACAGACGTTTTACCAAAAGAAAACAGAACTATCTGGGTGAC

TGGAAATCACGATAATCCACGTATTGGAACTAAAATGGGTGAAGATATGATTGATGCTGTAAGCATGCT
CTCATTTATGGCACCAGGAAACACGGTTACCTACTACGGTGAGGAAATCGGCATGGTGGACACTTATA

TGGGCAGAAACTATAAATCTGATCCCAGAAATCCAGAGAGAACGCCTATGCAATGGAACAGTAATACT
AGTGCAGGTTTTTCAAACATAACCAAAACATGGCTCCCAGTAAATCCTAATTACTGGGATATAAATCAA

GAAAAAGAAGCCGCAGATAAGAAGAGTCATTTGACTATTTATAAGAGTTTGGTTGAATTACAAAATGA
TATAATTGAAGATAGCAACTATACTACACATATACTGGCGCCTTATGTATTCGCTTTGAAGAGAGCGAA
TCATTTATTGGTTATCAATTTAGATGATAGAGATCAAGAGGTAAATTTAACCAAAATTCATGATTTACA
AGCAACTCTCAAAGTGAGAATATCATCATTGAATGCCGCCGTTACAGAAGGGGACGAAATTAAAATAG
CAGATAAATTGTGGATGAGACCAAGAAGTGGAGTTATTTTATACAATTCAGCCGTTATGAATACAATCT

CAATTCTGCTGATAATTGGCCTGTCATTTCTACATTCCTTGATT 
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Anexo 4  

Sequência de nucleotídeos da α-glucosidase D de R.prolixus. A sequência de nucleotídeos utilizada 

para o desenho de primers específicos para qPCR estão em negrito. 

ATGGGAGGTAAGTTATCATCTATGGATCCTATGCATGTGGAGGTTCCAGAATTAAAGAGGCATTTGGAA
AGAGATCCTTATTTAAAGCCATTTGAAAGAGAATTCAGAAGGAGATATGCAGTGTTTATGGATTCATTG
GACAAAATAGAGAATGATTTGGGTGGTGTTGAAAACTTTGTACATTCCTACAAAAAATTTGGAATTCAT
GTCAACATCGATAACTCAATAGACTGTCAAGAGTGGGCACCTGGTGCAGTGCAGCTCTATTTAATCGGA
CAATTTAATAACTGGGATCGCACAAGCCATCCATACGTGAAGCATGATTTTGGAATTTGGAAGTTGCAC
ATACCTCCGAATCTTGACGGTACCGCACAAATAAACCATTTGTCAGAAATAAAGATAGCAGTAAGAAC

CACAAATGGCGTATTAGTAGATCGTATTTCTCCTTGGGCCACATATGTCGTTAAACCCCCAAAAACTGA
AGGCTTGAATTATAAGCATCTGTTTTGGAACCCTAGTCCGACCCAGAAATATCTTACGAAAGAAAGGAG
GCCTAAAAAACCTGATACTCTCCGAATATATGAATGTCACATTGGTATTGCTACTAGTGAACACAAAGT
AGGAACATACTCCGAATTTGCAAAAGAAATCGTTCCAAGAATTGTTAAACTTGGCTATAACGCTGTTCA
GATTATGGCAATTATGGAACATGCCTATTACGGTAGTTTTGGATATCAAGTTACAAGTTTTTTTGCTGCT
TCAAGCCGTTATGGGACACCTGAAGAATTAAAACAATTAATAGATGAATGCCATAAAAATGGTTTGTAT
GTATTACTAGACATAGTACATTCACATGCTTCTAAAAATGTATTGGATGGATTGAATGAGTTTGATGGA
ACAGATGCGTGTTACTTTCATTCAGGAAGTAGAGGAACGCATCCTTTATGGGACAGCCGCCTTTTTGAT

TATTCACAAATTGAAGTTCAACGTTTTCTTTTGTCTAATTTATGTTGGTATTATGAAGAATATGGATTTG
ATGGATTCAGATTTGATGGTGTAACATCTATATTGTACCACAGCAGAGGAATGGAATCATTTGGAGAC
TACAATGACTATTTCGGTCTAAATGTAGACAATGATGGACTAACTTATTTAATGCTAGCAAATTATGTTT
TGCACAATTTATATCCTAATGCAATTACAATAGCAGAGGATGTTTCAGGAATGCCTGGGTTATGTCGTC
CAACTGAGGAAGCAGGTGTTGGTTTCGATTATCGTTTGGCAATGGCTATTCCTGATAAATGGATTGAAT
TGCTGAAGACAAAAAGGGATGAAGATTGGAATGTAGGAAATATAGTACATACATTATCTAATCGACGA
TGGTTGGAGAAGAATATTGCTTATTGTGAATCTCATGATCAGGCTTTAGTAGGAGATAAAACTATTGCC
TTTTGGCTAATGGATAAGGAAATGTATACGGGGATGTCTCTTATTTATGGTTCGAACGATATTATTGAA
AGAGGCATAGCTCTTCATAAAATTATAAGATTAATAACTCACGCTCTCGGAGGAGAGGCCTACTTAAAC

TTCATGGGTAATGAATTTGGACATCCTGAATGGCTTGATTTTCCTCGAGAAGGTAACTCAGAATCATAT
CAGTACGCTCGCAGACAATGGAATCTTGTTGATGACCCTACATTGAGATATAAAGAATTAAATGAATTT
GATATTGCAATGAATCATTTAGATATGAAATTTAACTGGCTTGGATCATTACCAGGATACGTGAGCAG

GAAACATGAAGAAGATAAAGTAATAGTTTTTGAGAGAGCTGGACTCTTATTTGCCTTCAACTTTCATTC
GACCAAAAGTTTTCCTGGTTACCGGGTTGGTGTAAATGAATCAGGAGTATTTCATATGGTGCTCAATTC
AGATGAAAAGAAATTTGGTGGCCATGATAGGCTGAATATGGCAACGAAATTTGCTACTCACAATATCC
CATTCGCTGGTAGACAATTTTCGTTTCAGATTTACATTCCATCTAGAGTAGCTCTAGTTTTTGCCCGAGT
T 

 

Anexo 5  

Sequência de nucleotídeos da α-glucosidase E de R.prolixus. A sequência de nucleotídeos utilizada 

para o desenho de primers específicos para qPCR estão em negrito. 

 
ATGGTTATTTACAAGCTCTGCCTAATGTTTTATCTATTTTGTTTTGTTTTAATTTCAATAAAAAATGTCAT

CTGTCAAGATAATATAATAGTTCATCTGTTCGAGTGGAAATTCAATGATATTGCCAGAGAATGTAGAGA
ATTTTTAGGACCTTATGGATATCATGGTGTTCAGGTATCTCCCGTTAATGAATACGCAATTTCGGAAGG
AGACCTTGGTCTGAGAGATATCAACCATTTTCTTATAAAATTATATCCAGATCGGGAAATGTGGAGGAG
TTTTTTGCTATGGTTCAAGCATGCAATAAGGCAAATGTCACAGTTTACGTAGATGTTGTATTTAATCATA
TGAGTGCCACGCTTTCACCTGGAGCTAAAGGAATTGGTGGTAGTACGGCGGATACTAAAAATAAATATT
ATCCAGCTGTACCGTACGCTTATAAGAACTTTCATAAGACTTGCGAGATCCTAAGTTATCAGGATGCCC
AACAGGTTCGTAACTGTGAACTTGATGGACTCCATGATTTAGACCATTCTCAGCTTTATGTAAGGAAGA
AAGTAATTAATTATTTAAATACATTGCTGAAACTAGGAGTTGGAGGCTTTAGGGTTGATGCAGCGAA

ACATATGTGGCCAGCCCAACTAAAGGAAATATATGATCAACTGGATGATTTAAGCACTGATGCTGGATT
TTCAGCTGGAAGTAGGCCTTTTATTTATCAAGAAGTAATTGATTATGGTGGAGAAGCTATAAAAGCTAC
AGAATATACTGACTTTGGACATGTCACGGAATTCAGATATGGCATAGAGTTGAGCAGAGCCTTCCGGG
GTAAAAATCTACTAAAATGGCTGAGGAGTTTTGGTCCTGATTGGAATTTAATGCCGAGTAAGTCTGCCC
TCGTATTCATTGATAATCATGACACACAAAGATCTGGAGGTGATTTCCTAACTTATAAAGATAGCAGGA
AGTACAAGATGGCAGTTGGATTTATGCTTAGCTGGCCATATGGCACAAAACGTGTAATGTCCAGCTTTG
ATTTTTCTAGTAGAGACCAAGGACCACCTCATAATCCAGACATGACCATCAAAGATGTGACCATAAATC
CAGATATGACTTGTAATAATGGTTGGATATGTGAACATAGATGGAGGCAAATTTATAACATGGTTGG
ATTTTCCAACATTGTAAAAGGAACGTTTGTTGAGAACTTTTGGGATAATGGAAGCAATCAAATTGCTTA

TTGTAGAGGAAACAAAGGATTTATAGCAATCAACGGTAATAATTATGATTTAAATCAAACATTAATGAC
CTGCTTACCAGCCGGATTGTATTGTGATATCATCTCAGGGCTTAAGCGTGAACATAAATGTACTGGGAA
ATCGGTTGAAGTTGACGACAATGGAAAAGCTCAAATTCACCTGTCTACTCATGATGAAGATGGAATTCT
TGCGATACATATCCAATCAAGGCTGGAATCGATCAGAAATTTAGGAGGGGTGCCTGACTCTATTGTGTA
CTATAAA 
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Anexo 6 

 Sequência de nucleotídeos da α-glucosidase F de R.prolixus. A sequência de nucleotídeos utilizada 

para o desenho de primers específicos para qPCR estão em negrito. 

GACTTCGTGCCCAACCATTCGAGTAATCTGCACGATTGGTTCATTAAATCGGAGAACAAGGTGGCCGG 

TTATGAGGACTACTACGTCTGGGAGGATGGTAAGCCGAATCCGGCCGGTGGGCGAAATCTACCACCCA 
ACAATTGGATTCAAGCATTCCGAGGAAGTGCGTGGCAATGGAGTGACACAAGGAACCAGTACTATCTG
CATCAGTTTACTGTCGGGCAGCCAGATCTTAACTATCGCAATCCAAAGGTGGTGCAGGAGATGAAAGA
TATCCTTACATTCTGGCTGGATAAAGGGGTCGATGGGTTACGAATCGATGCCGTTCCGACGCTGTACGA
AGATACTCAGCTACGGGATGAGCCAGCGAGTGGTCTGACGGAAGACACGGAGGATACAAACTGTCTG
CTCCATATCTACACCCAAGATTTACCCGAAACCGTCGAAATGGTGTACGAATGGCGAGAGTTGGTGGAT
GCGTATCAACGGGAGCATGGTGGGGACACGAGAGTCATCATGACGGAAGCGTACTCTTCGTTAGAAAT
CATCCAAACCTACTATCAAAGCGCGAGTGGTCGCTTGGGATCGCACATGCCGTTCAATTTCCGCATCAT

CACCGAACTGAACGAACAATCGAAACCCTCGGATTACGTGAAGGTGGTTCAGGATTGGATGAGCATCG
TCCCGGCTGGCAATGTTCCTAACTGGGTTCTGGGCAATCACGAT 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


