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Resumo

O mosquito Aedes aegypti ingere uma enorme quantidade de sangue em uma Unica
refeicdo para obter os nutrientes necessarios para a maturacdo de seus ovos. A
digestao proteica no intestino médio deste mosquito ocorre de forma coordenada e
envolve, entre outros fendmenos, a lise das hemacias e a hidrolise progressiva da
principal proteina do sangue, a hemoglobina. Durante este processo hd uma
liberacdo de grande quantidade de heme, o grupo prostético da hemoglobina, para o
[limen intestinal. O heme, na sua forma livre, € tOxico e € capaz de promover a
oxidacdo de biomoléculas tais como acidos nucléicos, proteinas e lipidios. Grande
parte do heme gerado durante a digestdo sanguinea, liga-se a matriz peritrofica.
Durante o processo digestivo ocorre um crescimento exponencial das bactérias
residentes intestinais coincidindo com o aumento da concentracdo de heme no
[limen intestinal. Este fato nos levou a hipotese de que as bactérias intestinais
poderiam ter um papel auxiliar no bloqueio da atividade toxica do heme. Assim, este
trabalho visou analisar a incorporacdo de heme por bactérias isoladas do mosquito
Ae. aegypti. Foram utilizadas as seguintes bactérias: Aeromonas hydrophila,
Burkholderia sp., Chryseobacterium kwangyangense, Enterobacter sp.,
Herbasptirilum frisingense, Pantoea sp., Serratia sp., Pseudomonas putida, e
Serratia plymuthica. Estas bactérias foram cultivadas em meio de cultura
suplementado com trés fontes de heme: sangue humano, hemina ou hemoglobina
bovina. Como resultado, todas as bactérias foram capazes de incorporar heme do
meio adicionado com hemina; seis bactérias incorporaram heme do meio
suplementado com sangue e hemoglobina, excetuando-se Burkholderia sp., H.
frisingense e S. plymuthica. As mesmas seis bactérias apresentaram atividade
hemolitica enquanto que C. kwangyangense, Pantoea sp e Serratia sp possuem a
capacidade de hidrolisar a hemoglobina. Verificamos também que todas as bactérias
foram capazes incorporar um analogo fluorescente do heme, a zinco-protoporfirina.
P. putida foi a mais eficiente na incorporacdo deste composto enquanto que Serratia
sp. e Enterobacter sp. foram as menos eficientes durante os 30 minutos de
incubacédo. Utilizando a técnica SDS-PAGE foi possivel observar diferencas sutis na
expressdo de proteinas em sete das nove bactérias mantidas em meio de cultura
com sangue, hemina e hemoglobina. A bactéria Serratia sp. foi a que apresentou
diferencas mais visiveis nos seus perfis proteicos. Trés proteinas foram altamente
expressas nos tratamentos com sangue e hemoglobina em relagdo ao grupo
controle, crescido em BHI ndo suplementado. A inducdo da expressdo de heme-
proteinas foi estudada, através da atividade heme-peroxidasica em gel de
poliacrilamida, sendo possivel observar diferencas na expressao destas proteinas na
maioria das bactérias com as excecbes de H. frisingense e P. putida. Quatro
bactérias se destacaram na expressao de heme-proteinas: Burkholderia sp., C.
kwangyangense, Pantoea sp. e S. plymuthica. Em conjunto, esses resultados
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sugerem que bactérias, presentes no intestino médio de Ae. aegypti, podem auxiliar
no processo de detoxificacdo do grupo prostético heme.

Palavras-chave: Aedes aegypti, bactérias, heme, ZnPPIX.

Abstract

Aedes aegypti ingests a huge amount of blood in a single meal in order to obtain
nutrients for egg maturation. The protein digestion in the mosquito midgut occurs in a
coordinated way and involves the lysis of red blood cells and the gradual hydrolysis
of the major blood protein, the hemoglobin. During this process, large amounts of
heme are released into the midgut lumen. Free heme is toxic and is capable of
promoting oxidation of biomolecules such as nucleic acids, proteins and lipids. Most
heme, released during the blood digestion, binds to the peritrophic matrix. Also,
during the blood digestion, occurs an exponential growth of the midgut bacteria which
coincides with increasing concentrations of heme in the midgut lumen. This fact led
us to the hypothesis that intestinal bacteria might have an auxiliary role in blocking
the toxic activity of heme. Thus, this study aimed to analyze the incorporation of
heme by bacteria isolated from Ae. aegypti. We used the following bacteria:
Aeromonas hydrophila, Burkholderia sp., Chryseobacterium kwangyangense,
Enterobacter sp., Herbasptirilum frisingense, Pantoea sp., Serratia sp.,
Pseudomonas putida and Serratia plymuthica. These bacteria were cultured in
medium supplemented with three heme sources: human blood, hemin or bovine
hemoglobin. As a result, all bacteria were able to incorporate the heme from medium
supplemented with hemin and six bacteria incorporated the heme from medium
supplemented with blood and hemoglobin, except Burkholderia sp., H. frisingense
and S. plymuthica. The same six bacteria showed hemolytic activity while C.
kwangyangense, Pantoea sp. and Serratia sp. possess the ability to hydrolyze
hemoglobin. We also found that all bacteria were able to incorporate a fluorescent
heme analog, zinc protoporphyrin. P. putida was the most efficient in the
incorporation of this compound while Serratia sp. and Enterobacter sp. were less
effective during the 30 minutes of incubation. Using the SDS-PAGE technique was
possible to observe subtle differences in protein expression in seven of the nine
bacteria maintained in culture medium added with blood, hemin and hemoglobin.
Serratia sp. showed the most noticeable differences in their protein profiles. Three
proteins were highly expressed in the treatments with blood and hemoglobin. The
induction of heme proteins expression was studied through the peroxidase activity in
gel, it being possible to observe differences in expression of these proteins in most
bacteria excepting H. frisingense and P. putida. Four bacteria have excelled in
expression of heme-proteins: Burkholderia sp., C. kwangyangense, Pantoea sp. and
S. plymuthica. Together, these results suggest that Ae. Aegypti midgut bacteria can
assist in the detoxification of heme.

Keywords: Aedes aegypti, bacteria, heme, ZnPPIX.
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1. Introducgéo
1.1. Aedes aegypti

O mosquito Aedes aegypti (Linnaeus) pertence ao Filo Arthropoda, Subfilo
Hexapoda, Classe Insecta, Ordem Diptera, Familia Culicidae, Grupo Scutellaris,
Género Aedes, Subgénero Stegomyia (Consoli, 1994). Ae. aegypti € o principal vetor
da dengue e da febre amarela devido a sua antropofilia, seus habitos urbano-
domésticos (domiciliares) e sua alta eficiéncia na transmissdo do virus. E uma
espécie de atividade diurna, alimenta-se dentro e fora das casas (Gubler, 1998).

O mosquito Ae. aegypti tem preferéncia acentuada por sangue humano e o
repasto sanguineo esta relacionado com o desenvolvimento de ovos que séo
ovipostos cerca de 3 a 5 dias apds o repasto. O repasto sanguineo pode também
contribuir para aumentar a longevidade das fémeas (Consoli, 1994; Tauil, 2001). O
Ae. aegypti , como os demais Dipteros, sdao holometabolos, ou seja, apresentam em
seu ciclo de vida quatro estadios de desenvolvimento distintos: ovo, larva, pupa e
adulto (Matheson, 1932). Durante seu desenvolvimento 0 mosquito passa por quatro
estadios larvais. No final de cada estadio, a larva troca seu exoesqueleto e aumenta
em tamanho. Assim sendo, os mosquitos sofrem uma completa metamorfose, isto €&,
do ovo eclode uma larva que se alimenta e cresce; e a larva quando madura,
transforma-se em pupa da qual ira emergir o adulto, como mostrado na figura 1.

Da mesma forma que como nos demais insetos, 0s mosquitos tém seu corpo
segmentado e revestido pelo exoesqueleto ou cuticula, formado principalmente por
quitina. Tais segmentos endurecidos e as membranas que 0s unem englobam em
uma cavidade chamada hemocele, repleta de hemolinfa, liquido que banha os
orgaos em geral (Consoli, 1994). O corpo do adulto € nitidamente dividido em
cabeca, térax e abdomen. Na cabeca encontram-se o0s principais 6rgdos dos
sentidos e no térax estdo os apéndices especializados na locomocao (as patas e as
asas). O abdomen inclui a maior parte dos orgaos internos, dos aparelhos

reprodutor, digestivo e excretor (Consoli, 1994).



Ovo

Adulto

Pupa

Figura 1. Ciclo de vida do mosquito Ae. aegypti. Adaptado de
htpp//.www.arbovirus.health.gov.auarbovirus.mosquipthos.htim.

1.2. Principais doencas transmitidas pelo mosquito Ae. aegypti
1.2.1. Dengue

A dengue € uma doenca infecciosa que acomete o homem e, nas ultimas
décadas, voltou a ser um importante problema de saude publica. A dengue ocorre
em areas tropicais e subtropicais cujas condicfes climaticas favorecem a
proliferacdo do inseto vetor, o mosquito Ae. aegypti (Claro, 2004). A dengue € a
doenca viral transmitida por mosquito que mais rapidamente se espalha no mundo.
Estima-se que nos ultimos 50 anos, a incidéncia aumentou 30 vezes e que ocorra
50 milhdes de casos de infec¢cdo por dengue por ano. Aproximadamente 2,5 bilhdes
de pessoas vivam em paises onde a dengue é endémica (Portal da Saude b).

Existe dois tipos de dengue, a forma classica e a hemorragica. As duas sao
causadas por um arbovirus ( arthropode borne viruses) do género Flavivirus da
familia Flaviviridae, e sdo conhecidos, atualmente, 4 sorotipos do virus da dengue
(DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4). A transmissdao da dengue ocorre por meio da
interagdo “humano infectado - Aedes sp. - humano suscetivel’.(Gubler e Clark,
1995).



Assim que o virus penetra na corrente sanguinea do individuo sadio, ele
passa a se multiplicar em 6rgaos especificos, como o baco, o figado e os tecidos
linfaticos. Esse periodo é conhecido como incubacédo e dura de quatro a sete dias.
Logo ap@s, o virus volta a corrente sanguinea, gerando a viremia, que tem inicio
ligeiramente antes do aparecimento dos primeiros sintomas (Schatzmayr et al.,
1986).

As manifestacdes da dengue variam de uma infeccdo assintomatica até a
uma doenca severa, a dengue hemorragica. Os sintomas da dengue séo febre, dor
de cabeca, cansaco, dor muscular, dor nas articulagdes, indisposi¢cdo, vomito,
manchas vermelhas na pele, dor abdominal, entre outros. Na dengue hemorragica,
os sintomas se assemelham aos da dengue classica, e podem evoluir rapidamente
para manifestacdes hemorragicas. Os casos tipicos da dengue hemorragica sdo
caracterizados por febre alta, fen6menos hemorragicos, hepatomegalia (aumento no
tamanho do figado) e insuficiéncia circulatoria. A sindrome do choque, a forma mais
grave de dengue hemorragica, ocorre entre o 3° e 7° dia da doencga, onde a pessoa
apresenta pulso quase imperceptivel, inquietacéo, palidez e perda de consciéncia.
Sua duracao é curta, podendo levar ao 6bito em 12 a 24 horas ou a recuperacao
rapida apos terapia apropriada (Guzman e Kouri, 2002).

Embora haja relatos de dengue desde meados do século XIX e inicio do
século XX no Brasil, a circulagdo dos virus dengue s6 foi constatado
laboratorialmente em 1982, assim que foram isolados os sorotipos DENV-1 e DENV-
4, em Boa Vista (RR) permanecendo o pais sem notificagdo de casos por quatro
anos. Foi em 1986, com a introducéo do virus DEN-1 no Estado do Rio de Janeiro,
gue a dengue tornou-se um problema de saude publica nacional, tornando-se
endémica e apresentando surtos epidémicos (Schatzmayr et al., 1986 e Secretaria
Municipal de Saude do Estado do Rio de Janeiro). Com a introducdo do DENV-2,
também no Estado do Rio de Janeiro, foi confirmado o primeiro caso de dengue
hemorragico por esse sorotipo, com o aparecimento de formas graves também em
outras regides (Dengue virus e vetor — Instituto Osvaldo Cruz).

As campanhas sucessivas de controle do Ae. aegypti no Brasil, iniciadas
por Oswaldo Cruz, a partir de 1906, promovidas com a colaboracdo da Divisédo
Sanitaria da Fundacao Rockefeller, terminaram por erradicar o vetor do pais nos
anos 50. O primeiro sinal de reinfestacdo foi detectado em Belém, Para, em 1967
(Fonseca, 2002).



Entre os anos de 2008 a 2012 foram notificados pelo Ministério da Saude
3.405.913 casos de dengue em todo o Brasil. Os maiores indices estdo nas regioes
sudeste, que apresenta 1.528.873 seguida da regidao nordeste com 929.875 casos. A
figura 2 mostra o nimero de casos de dengue no Brasil entre os anos de 2008 a
2012 (Ministério da Saude/SINAN — Sistema Nacional de Agravos de Notificacao).
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Figura 2. Casos de dengue no Brasil de 2008 a 2012. Casos de dengue por regido entre
0s anos de 2008 a 2012. Fonte:Ministério da Saude/SINAN - Sistema Nacional de Agravos de
Notificacao.

Entre os anos de 2008 a 2012 os maiores indices nos casos de dengue foram
registrados na regido sudeste, como ja mostrado na figura 2. O estado do Rio de
Janeiro aparece em primeiro lugar com 620.915 casos, logo em seguida o estado
de Minas Gerais com 388.482. A figura 3 mostra os dados do caso de dengue nos
estados na regido sudeste durante este periodo (Ministério da Saude/SINAN —

Sistema Nacional de Agravos de Notificacao).
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Figura 3. Casos de dengue na regido sudeste de 2008 a 2012. Fonte: Ministério da Saude/SINAN
— Sistema Nacional de Agravos de Notificacéo.

No periodo de 1° de janeiro a 25 de maio de 2013 foram notificados 178.765
casos suspeitos de dengue no Estado do Rio de Janeiro com 28 6bitos. No mesmo
periodo do ano de 2012 foram notificados 145. 078 casos suspeitos de dengue no
estado, com 34 6bitos. No decorrer de todo o ano de 2012 foram notificados 184.123
casos suspeitos de dengue no estado, com 42 6bitos. Em comparacédo entre 2012 e
2011, houve um aumento de 9,34% nas notificacdes por dengue, e a quantidade de
Obitos caiu 70% no mesmo periodo (Governo do Rio de Janeiro).

Na cidade de Campos dos Goytacazes, até a primeira semana de maio deste
ano, foram notificados 8.050 casos, 4.280 deles confirmados. Deste total, 4.190
casos sao de dengue classica e 90 sdo de dengue hemorragica ou com
complicagBes. A figura 4 mostra que a faixa etaria mais atingida foi de 31 a 40 anos

(Secretaria de Saude de Campos/CRD — Centro de Referéncia da Dengue ).
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Figura 4. Nomero de casos de dengue por faixa etaria. Casos de dengue por faixa etaria no
municipio de Campos dos Goytacazes no periodo de janeiro a maio de 2013. (Secretaria de Salde
de Campos/CRD — Centro de Referéncia da Dengue ).

De acordo com o diretor do CRD de Campos, Luiz José de Souza, os bairros
com maior niumero de casos até abril deste ano foram o Centro com 212 casos,
Jockey com 114, seguido do Parque Aurora e Penha ambos com 104, Ururai e Turf
com 103 e Morro do Coco com 98 casos. Foi também confirmado pela Fiocruz um
caso de dengue congénita na Cidade de Campos. Este foi o segundo caso deste
tipo registrado no Pais. O primeiro ocorreu em 2008 em Angra dos Reis (Secretaria
de Saude de Campos/CRD — Centro de Referéncia da Dengue).

Entre os sorotipos da dengue, o sorotipo 3 predominou na grande maioria dos
estados do Brasil entre 2002 e 2006. No periodo entre 2007 e 2009, observou-se
uma alteracao no sorotipo predominante, com a substituicdo do DENV-3 pelo DENV-
2. Em 2010, as atividades de monitoramento demonstraram a circulacdo dos
sorotipos DENV-1, DENV- 2 e DENV- 3. Em 2012, o sorotipo DENV- 4 foi detectado
nos estados da Bahia, S&o Paulo, Rio de Janeiro, Para e Roraima. A figura 5
apresenta 0 mapa que mostra os sorotipos de dengue identificados no Brasil em
janeiro de 2012 (Informe do Ministério da Saude - Secretaria de Vigilancia em Saude

- Informe Epidemiolégico da Dengue Semanas de 1 a 52 de 2009).
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Figura 5. Sorotipos de dengue circulantes no Brasil. Sorotipos DENV circulantes no Brasil por
estados em janeiro de 2012. (http://www.defesacivil-ap.com.br/portal/noticias/16-
defesadivulgainformacaodengue.html, acesso em 16 de abril de 2012).

Como ja dito anteriormente, a dengue esta presente nos paises com clima
tropical e subtropical, nos quais a temperatura e a umidade favorecem a proliferacéo
do inseto vetor. A figura 6, abaixo, mostra a distribuicdo mundial da dengue.
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Figura 6. Distribuicdo mundial da dengue. As regides em azul presente no mapa mostram as areas
onde hé risco continuo de transmissédo da dengue. Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
(Fonte: Site DengueMap).

1.2.1.1. Transmisséao da dengue



O processo de transmissdo do virus se inicia com as fémeas de Ae. aegypti
picando um individuo infectado. Posteriormente o virus se replica no epitélio
intestinal do mosquito e atinge a hemocele e se dissemina por diferentes tecidos.
ApG6s um periodo que varia de 7 a 14 dias, o virus chega as glandulas salivares e o
inseto esta apto a transmitir o virus para um novo hospedeiro (Bielefeldt-Ohmann e
Mcbride, 2000).

Quando o mosquito se alimenta de sangue de uma pessoa infetada, o virus
encontra algumas barreiras de infec¢do a qual ele precisa romper. A capacidade que
0 virus tem de ultrapassar as barreiras imunofisiol6gicas, define a competéncia
vetorial da espécie, que é a permissividade do vetor a infeccdo, replicacdo e
transmissédo do virus (Black, et al., 2002).

Existem 6 barreiras que um arbovirus enfrenta para ser transmitido
eficientemente por um artropode como mostrado na figura 7. Primeiramente o virus
tem que ser capaz de penetrar as células epiteliais e se replicar nelas e entéo atingir
um alto titulo viral. Fatores que bloqueiam um desses dois eventos constituem uma
barreira de infeccdo no intestino (MIB). Posteriormente, o virus deve ser capaz de
ultrapassar a lamina basal que envolve o epitélio intestinal e, assim, infectar e se

replicar nos tecidos vizinhos.

Barreiras de Infe¢ao do Intestino (MIB)
1 — Estabelece infecg¢ao no epitélio intestinal
2 - replicagao nas células epiteliais do intestino

Intestino
posterior Tibulos de Malbighi
tbulos de Malpighi
Diverticulo dorsal / NSNS e
) 7 L. \\\Intestino anterior
) /Mtestino posterior

Z ,;/S Reto

Intestino anterior

F\Gléndulas salivares

Eséfago

Cibario Células retais

N Anus
Ductos salivares

. et Barreiras de escape do Intestino (MEB)
Barreiras de Transmissao (TB)

5 - Infecgdo nas glandulas salivares
6 — saida do limen das glandulas salivares

3 - Passa através da lamina basal
4 - replicagao em outros orgaos e tecidos

Figura 7. Barreiras enfrentadas por um arbovirus durante a infeccdo de mosquitos. MIB=
barreira de infeccdo no intestino; MEB= barreira de escape do intestino; TB= barreira de transmissao.
Adaptado de Black et al.; 2002.

Fatores que bloqueiam estes eventos impedem a disseminacédo da infeccéo
nos tecidos, atuando como uma barreira de escape do intestino (MEB). Por altimo, o
arbovirus deve infectar e se replicar nas glandulas salivares antes de invadir o lamen

da glandula salivar para a transmissdo final na préxima picada. Fatores que



impedem esta etapa constituem a barreira de transmissdo (TB). E importante que
cada uma dessas barreiras possa ser compreendida para que seja possivel
entender os mecanismos que levam a infeccéo, replicagéo e transmissao do virus no
mosquito vetor, e consequentemente, sua competéncia vetorial (Bennett, et al.,
2002; Black et al., 2002).

1.2.2. Febre amarela

A febre amarela é uma doenca infecciosa aguda, febril, de curta duracdo e é
causada por um arbovirus do género Flavivirus, familia Flaviviridae. Ela é
caracterizada por febre, ictericia, dor de cabeca, dores no corpo e prostracédo
profunda. Existem dois tipos de transmissdo da febre amarela: a urbana e a
silvestre. A febre amarela urbana € transmitida pelo mosquito Ae. aegypti, enquanto
gue a silvestre é transmitida por mosquitos do género Haemagogus e Sabethes, que
ocorrem nas matas infectando macacos, sendo o homem um hospedeiro acidental
(Ministério da Saude Fundacdo Nacional de Saude). Na figura 8 pode ser visto um
mapa do Brasil mostrando as areas de risco de transmissao da febre amarela. No
Brasil ndo ocorre transmissdo da febre amarela nas cidades desde 1942, mas a
possibilidade da transmissdo em areas urbanas existe desde a reintroducdo do Ae.

aegypti no pais.

Area Endémica
Estados: 12
Populagao: 29.327.171 hab.

Area de Transigio
Estados: parcialmente 7
Populagao: 22.347.837 hab.

Area Indene
Estados: 8 e parcialmente 7

Populagio: 109.660.162 hab. Area Endémica

Area de Risco Potencial B Area de Transicdo
Estados: parcialmente 3

Populagio: 4.777.348 hab. h Area indene

Fonte: Secretaria de Vigilancia Area de Risco
em Sadde. Ministério da Sadde Potencial
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Figura 8. Distribuicdo da febre amarela no Brasil. O mapa mostra as areas de risco de
transmisséo da febre amarela no Brasil. As regifes com risco de transmisséo séo: regido Norte (Acre,
Amap4, Para, Amazonas, Rond6nia, Roraima e Tocantins), na regido Nordeste (Bahia, Maranhdo e
Piaui), centro-Oeste ( Goias, mato Grosso e Mato grosso do Sul), regido Sudeste (Espirito Santo,
Minas Gerais e Sao Paulo) e na regiao Sul (Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina. Fonte Cives
- Centro de Informacao em Saude para Viajantes.

1.3. Canal alimentar e digestdo nos mosquitos

O canal alimentar dos mosquitos, como nos insetos em geral, é um tubo que
se estende da boca até o anus e é formado por uma camada de células contendo
uma lamina basal acelular, voltada para a hemocele. As trés regides do canal séo:
intestino anterior, intestino médio e intestino posterior (Romoser, 1996). Cada uma
das regides possui funcbes diferentes. O intestino anterior é responsavel pela
ingestdo do alimento. O intestino médio é altamente elastico e estd adaptado a
secrecdo e absorcdo. O intestino médio é sitio da digestdo do sangue em insetos
hematéfagos, um processo que da inicio a eventos fisiologicos importantes, tais
como a vitelogénese e a reproducdo, e é também considerado o principal sitio de
interacdo entre o inseto e os patégenos que ele transmite. E longitudinalmente
dividido em uma regiéao anterior, em forma de tubo, e uma regido posterior, em forma
de saco (Billingsley e Lehane, 1996). O intestino posterior esta envolvido na
excrecao de materiais vindos do intestino meédio e dos tubulos de Malpighi (Consoli e
Oliveira, 1994).

Na alimentacdo com carboidratos os acucares ingeridos sdo armazenados no
diverticulo ventral, de onde passam lentamente para o intestino médio, onde séo
progressivamente digeridos. Este mecanismo permite a fémea manter o intestino
médio vazio, pronto para receber o repasto sanguineo (Consoli e Oliveira, 1994). A
digestdo sanguinea ocorre de forma bastante rapida. Apos a ingestéao, forma-se uma
camada de material quitinoso, secretado pelas células do intestino médio, que
separa a sua superficie interna do sangue ingerido e que constitui a matriz peritrofica
(MP). A MP é permeavel a algumas enzimas proteoliticas secretadas pelas células
intestinais e também aos produtos da digestdo que sdo ai absorvidos. Quando a

digestdo se aproxima do seu final, esta matriz é degradada (Consoli, 1994).

1.4. Matriz peritréfica
Matriz peritréfica, € camada de material acelular que separa o alimento das
células epiteliais do intestino (Peters,1992; Richards e Richards 1977). A MP é
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constituida principalmente, por uma malha de fibrilas de quitina que interage com
glicoproteinas e proteoglicanos (Peters, 1992). Uma importante funcdo da MP é a
dessa estrutura representar uma barreira contra patdégenos (Shen e Jacobs-Lorena,
1997; Lehane,1997; Langer e Vinetz 2001). A MP est4 presente na maior parte dos
insetos, pelo menos em uma determinada fase de sua vida (Tellam, 1996; Lehane,
1997; Terra, 2001). Existem dois tipos fundamentais de MP que séo definidos pelo
seu sitio de sintese. A MP tipo | é produzida a partir de secrecdes do epitélio do
intestino médio em resposta a alimentacdo. A MP tipo Il geralmente é constitutiva,
sendo sintetizada por um pequeno grupo de células altamente especializadas da
cardia, localizada na regido anterior do IM (Tellam, 1996; Wijffels et al., 2001,
Gusmao et al., 2002). Os mosquitos e muitos insetos hemat6fagos produzem a PM
tipo Il durante a fase larval e a MP tipo | durante a vida adulta (Shen e Jacobs-
Lorena, 1997).

1.5. Heme

O heme € o grupo prostético da hemoglobina e é constituido por uma parte
organica e um atomo de ferro como mostrado na figura 9. E uma molécula
biologicamente importante e amplamente relacionada aos processos de captura e

utilizacédo da energia (Moore, 1990).
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Figura 9. Estrutura molecular do heme.

A molécula de heme esta envolvida em processos importantes, como a
cadeia transportadora de elétrons (citocromos), detoxificacdo (citocromo P450) e o
transporte de oxigénio (hemoglobina e hemocianina) em um grande numero de

organismos vivos. A utilizacdo deste heme ingerido pelo inseto poderia ser uma
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grande economia em termos metabdlicos, pois poderia minimizar a utilizacdo da via
metabdlica de biossintese de heme, presente na maior parte dos seres vivos.

O sangue é constituido por duas proteinas majoritarias a albumina e a
hemoglobina que, juntas, correspondem a mais de 90% do seu total de proteinas. A
albumina apresenta-se solavel no plasma e a hemoglobina compartimentalizada no
interior nas hemacias. A hemoglobina é uma hemeproteina que contém em torno de
5% de ferroprotoporfirina IX em sua composi¢cdo. A concentragcdo de heme no
sangue de vertebrados chega a aproximadamente 10 mM. No intestino dos insetos
hemat6fagos este valor pode ser ainda maior devido a acentuada diurese que ocorre
logo apds a alimentacdo (Stobbart, 1977). Quando as hemécias sdo rompidas e a
hemoglobina € digerida, grandes quantidades de heme s&o liberadas na luz
intestinal dos hematofagos (Pereira et al. 2007).

O heme na sua forma livre é toxico e € capaz de promover a oxidagcao de
biomoléculas tais como acidos nucléicos, proteinas e lipidios (Halliwell e Gutteridge,
1990). Alguns artropodes possuem mecanismos de detoxificacdo de heme. No
hemiptero Rhodnius prolixus, vetor da doenca de Chagas, foi demonstrado que a
detoxificagcdo do heme ocorre basicamente por trés mecanismos distintos: através
de uma proteina capaz de ligar o heme denominada RHBP (Oliveira et al., 1995;
Dansa-Petretski et al., 1995), através de uma enzima que degrada o heme,
denominada heme oxigenase (Paiva-Silva et al., 2006) e principalmente através de
um agregado cristalino de heme conhecido como hemozoina (Oliveira et al., 1999).

O nosso grupo mostrou que grande parte do heme gerado durante a digestao
sanguinea em Ae. aegypti liga-se fortemente a matriz peritréfica, que € capaz de
reter, no lumen intestinal, praticamente todo o heme gerado na digestdo da
hemoglobina. Este resultado sugere que a matriz peritréfica pode funcionar como

uma eficiente barreira contra o heme (Pascoa et al., 2002).

1.5.1. Captacédo de heme por bactérias

Algumas bactérias, em geral bactérias patogénicas, usam heme como fonte
de ferro (Lee, 1995; Ratliff et al., 2001). Alguns mecanismos sofisticados foram
desenvolvidos por algumas bactérias para absorcdo de ferro do ambiente. O
mecanismo mais observado nas bactérias € a secrecdo de sideroforos para
guelacédo do ferro do ambiente (Raymond et. al 2003). Um segundo mecanismo

encontrado somente em bactérias patogénicas € a captura de ferro do hospedeiro,
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através da captura do ferro presente na ferritina e lactoferrina, por exemplo, (Braun,
2001). O terceiro mecanismo também identificado na sua maior parte em bactérias
patogénicas, € a assimilacdo de ferro através de heme e do heme ligado a

proteinas, como hemoglobina e hemopexina (Tong e Guo,2009).

Alguns autores acreditam que a incorporacdo de heme por bactérias esteja
ligada a sua viruléncia (Olczak et al., 2001; Litwin e Calderwood, 1993). Acredita-se
gue o heme pode fornecer as quantidades de ferro necessarios para que fatores de
viruléncia possam se expressar, como citotoxinas (Litwin e Calderwood, 1993).

Embora o heme tenha sido reconhecido como um “marcador” de viruléncia
(Perry e Brubaker, 1979; Stugard et al., 1989; Kay et al., 1985; Daskaleros e
Payane, 1987; Perry et al., 1993) a base molecular para esta caracteristica ainda é
desconhecida.

Na maior parte das bactérias Gram-negativas a utilizacdo de heme é mediada
por receptores de membrana especificos, que hospedam proteinas que sao capazes
de sequestrar o heme. Algumas bactérias Gram-negativas produzem proteinas
extracelulares que ligam heme. Essas proteinas conseguem “extrair’ o heme da
hemoglobina, por exemplo, passam para uma outra proteina que transporta o heme
para dentro da célula. O sistema que é melhor caracterizado € o de Serratia
marcescens. Serratia marcescens secreta a proteina Hasa que capta heme da
hemoglobina e entrega a HasR (receptor de mebrana externa) (Ghigo et al. 1997 e
Letoffe et al. 1999). Uma vez dentro da célula o heme é apresentado a heme
oxigenase, o anel tetrapirrdlico é clivado a fim de liberar o ferro (Tong e Guo, 2009).

O sistema Hasa (sistema de aquisicdo de heme) ja foi encontrado em Serratia
marcescens (Letoffe, 1994; Arnoux, 2000), Pseudomonas aeruginosa (Letoffe, 2000;
Letoffe 1998), Pseudomonas fluorescens (Letoffe, 2000, Idei et al., 1999), Yersinia
enterolotica (Rossignol et al., 2001).

Em relacdo a captacdo de heme por bactérias Gram-positivas pouco se sabe.
Sabe-se que a bactéria Staphylococcus aureus possui um sistema de aquisi¢cao de
heme, para adquirir ferro durante o processo de infeccdo, através da secrecdo de
hemolisina (moléculas que sédo capazes de formar poros na membrana do eritrécito,
causando lise) para liberacdo da hemoglobina (Mazmanian et al.. 2003). Apés a
liberacdo da hemoglobina o transporte do heme e do ferro € feito por proteinas de

membrana e proteinas citoplasmaticas.
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Em Staphylococcus aureus o transporte de heme é mediado por seis
proteinas, trés delas de superficie exposta. IsdA, IsdB e IsdC estdo ancoradas as
mureinas presentes na parede celular, as proteinas IsdE, séo lipoproteinas, IsdD
sdo permeases e IsdF que sao ATPases, juntas elas formam um complexo
transportador citoplasma-membrana (Marraffini et al., 2006). A IsdB se liga a
hemoglobina, libera 0 heme e entrega-o ao IsdA que esta mais interna a parede
celular. A partir dai o heme é transportado para IsdC que estd dentro da parede
celular, posteriormente passa para IsdE que esta ancorada a membrana e a partir
dai passa para IsdD e IsdF que disponibilizam o ferro para a célula (Marraffini et al.,
2006). Estudos mostram que é possivel que outras bactérias Gram-positivas, como
Listeria monocytogenes, Bacillus halodurans, e Bacillus anthracis, também possuam
genes que codifiquem para heme-proteinas de ligacdo (Cabanes, et al., 2002).

Como ja se sabe parte do heme gerado durante a digestdo sanguinea, liga-se
a matriz peritréfica (Pascoa et al., 2002). O nosso grupo observou que durante o
processo digestivo em mosquitos alimentados com sangue, as bactérias
predominam na regido posterior do intestino médio (Gusmao 2007). DeMaio et
al. (1996), mostrou que bactérias residentes em intestino de mosquitos tambéem
crescem em velocidade exponencial ap0s a alimentacdo com sangue. Como alguns
estudos mostram que bactérias sdo capazes de adquirir ferro a partir da
hemoglobina, isso nos leva a sugerir que a microbiota intestinal de Ae. aegypti pode

desempenhar um papel auxiliar no processo de detoxificacdo do heme.
1.6. Bactérias utilizadas

As bactérias, isoladas de intestino médio de Ae. aegypti, utilizadas neste

trabalho, sao classificadas conforme descrito abaixo:

- S. plymuthica, Serratia sp., Enterobacter sp. e Pantoea sp. pertencem ao filo
Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria, ordem Enterobacteriales e familia

Enterobacteriaceae.

- A. hydrophila pertence ao filo Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria,

ordem Aeromonadales e familia Aeromonadaceae.

- P. putida pertence ao filo Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria,

ordem Pseudomonadales e familia Psedomonadaceae.

- Burkholderia sp. pertence ao filo Proteobacteria, classe Betaproteobacteria,

ordem Burkholderiales e familia Burkholderiaceae.
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- H. frisingense pertence ao filo Proteobacteria, classe Betaproteobacteria,
ordem Burkholderiales e familia Oxalobacteraceae.

- C. kwangyangense pertence ao filo Bacteroidetes, classe Flavobacteriaceae,
ordem Flavobacteriaceae e familia Flavobacteriaceae.

Bactérias do género Serratia sdo bacilos Gram-negativos considerados como
patégenos oportunistas de humanos, plantas e insetos (Harris et al., 2004). Espécies
de Serratia j& foram isoladas de solo, &gua, plantas e ar (Grimont e Grimont, 2006).
A capacidade de algumas cepas de S. marcescens de colonizar uma vasta gama de
nichos ecolégicos foi associada a producdo de uma série de moléculas que séo
secretadas por esta bactéria, incluindo quitinases, proteases, lipases, nucleases,
bacteriocinas e surfactantes (Braun e Schmitz, 1980; Clegg e Allen, 1985; Hines et
al., 1988.; Matsuyama et al., 1995, Yanagida et al., 1986). Espécies de Serratia ja
foram isoladas de intestino de espécies de insetos hematéfagos, tais como
flebotomineos e triatomineos (Moraes et al., 2008). Espécies deste género tambem
ja foram identificadas em mosquitos anofelinos (Rani 2009; Gonzalez-Ceron et al.,
2003) e foi a bactéria predominante do intestino médio de Ae. aegypti, (Gusmao et
al., 2007).

Enterobacter sao bacilos Gram-negativos e estdo amplamente distribuidas na
natureza (Morand et al., 2009). Estes microrganismos sao saprofiticos no ambiente e
comensal na flora intestinal. Eles sdo encontrados no solo e esgotos, como também
no trato gastrointestinal humano (Tortora, 2005). Enterobacter sp podem ser
benéficos ao crescimento vegetal de forma indireta, pois acredita-se que esta
bactéria pode proteger as plantas de infec¢cdo por fungos e bactérias patogénicas
através de mecanismos como producédo de sideréforos, antibioticos, quitina e outros
(Whipps, 2001). Enterobacter sp. foi isolado de intestino de larvas de Anopheles
stephensi (Chavshin et al., 2012), de fezes de P. saucia (Armstrong et al., 1990),
Culex quinquefasciatus (Alves et al., 2010), Ae. albopictus (Moro et al., 2013) e de

intestino médio de Ae. aegypti (Gusmao et al,. 2007).

Bactérias do género Pantoea sdo bacilos aerdbicos Gram-negativos e inclui
varias espécies que sdo geralmente associados com plantas, seja como endofiticas
ou como patégenos, e algumas espécies podem causar doencas em seres humanos
(Asis e Adachi 2004; Delétoile et al., 2009; Quecine et al., 2012). Alguns estudos

tém mostrado o potencial de Pantoea spp. na inducdo de resisténcia sistémica
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(Jeun, 2004 ; Liu, 1995; Ongena, 2000), protecdo contra pragas de plantas e
microrganismos patogénicos (Bardin et al., 2003; Bonaterr et al., 2003), indugéo de
crescimento de plantas e solubilizacdo de fosforo (Malboobi et al., 2009), e
estimulacdo na producéao de fitohormoénio (Tsavkelova et al., 2007; Zimmer et al.,
1994). Pantoea sp. foi isolado de Coquillettidia venezuelensis, Trichoprosopon spp.,
Culex quinquefasciatus (Alves et al., 2010), Ae. albopictus (Moro et al., 2013) e em
Ae. aegypti (Gusmao et al., 2010).

O género Aeromonas é formado por bacilos Gram-negativos que possuem
uma ampla distribuicdo em variados tipos de ambientes hidricos, podendo ser
encontrados em agua doce, salgada e salobra. A. hydrophila tem sido amplamente
estudada por causar patogenicidade a plantas aquaticas e animais terrestres. A
patogenicidade em humanos tem sido estudada ha muito tempo (Daskalov, 2006; Li
J, etal. 2011). A. hydrophila ja foi isolada do mosquito An. gambiae (Lindh, 2005).

P. putida sdo bacilos Gram-negativos que sao encontrados em Varios
ambientes. Possuem capacidade de utilizar diferentes compostos como fonte de
energia e tem capacidade excepcional para se adaptar e colonizar uma grande
variedade de nichos ecoldgicos, incluindo agua, solo e rizosfera (Ruiz, 2004;
Igbinosa, 2012). P. putida foi isolada de fémeas de Anopheles stephensi (Rani,
2009) e intestino de Ae. aegypti (Apte-Deshpande et al., 2012).

Burkholderia sp. sdo bactérias Gram-negativas que podem ser encontradas
em diferentes nichos ecoldgicos, mas principalmente em solo e rizosfera (Coenye e
Vandamme 2003). Espécies deste género tém sido relatadas como patdégenos
oportunistas em pacientes com fibrose cistica (Darling et al., 1998; Coenye e
Vandamme, 2003). Também tem sido relatado que espécies desse género tém alta
potencialidade em disponibilizar nutrientes para plantas e isto parece estar
relacionado a versatilidade nutricional deste género que permite esta bactéria
crescer em mais de 200 compostos organicos. Burkholderia sp. tem sido descrita
como simbionte de Riptortus clavatus e Leptocorisa chinensis que sao pragas de

cultura de arroz e soja na Asia (Kikuchi et al., 2005).

H. frisingense séo bactérias Gram-negativas, com forma geralmente viridide e
algumas vezes helicoidal. Sdo bactérias diazotréficas e amplamente conhecidas por

colonizar gramineas (Monteiro et al., 2012). H. frisingense ja foi isolado do intestino
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da larva Diabrotica virgifera virgifera (Dematheis et al., 2012) e no intestino de
adultos de Anopheles stephensi (Rani et al., 2009).

O género Chryseobacterium foi descrito por Vandamme et al. (1994).
Espécies de Chryseobacterium apresentam-se como bastonetes Gram-negativos,
ndo moveis de pigmentacdo amarelada. Chryseobacterium sp. tem sido isoladas de
diferentes ambientes, como solo (Shen et al. 2005), bebidas lacteas (Shimura et al.
2005) e tem sido associada a atividade proteolitica (Venter et al., 1999; Yamaguchi e
Yokoe, 2000; Lijnen et al., 2000). Espécies de Chryseobacterium ja foi isolada do
intestino de larvas de Anopheles stephensi (Chavshin et al., 2012) e do intestino

meédio de adultos de Culex quinquefasciatus (Kampfer et al., 2010).
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2. Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo analisar a incorporagdo de heme por
bactérias isoladas do intestino médio do mosquito Ae. aegypti.

2.1. Objetivos especificos

o Verificar a atividade hemolitica dos isolados bacterianos utilizando-se meio de
cultivo suplementado com sangue;

o Verificar a atividade hemoglobinasica dos isolados bacterianos utilizando-se
meio de cultivo suplementado com hemoglobina;

o Estudar a capacidade de incorporacdo de heme das bactérias intestinais
crescidas em meio de cultura suplementado com hemina;

o Estudar a capacidade de incorporacdo de heme das bactérias intestinais
utilizando o analogo Zn protoporfirina por microscopia de fluorescéncia;

o Verificar a expressao diferencial de proteinas de bactérias crescidas em meio
de cultura contendo sangue, hemoglobina ou hemina;

o Verificar a presenca de peroxidases em bactérias crescidas em meio de

cultura contendo sangue, hemoglobina ou hemina.
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3. Metodologia
3.1. Bactérias utilizadas

As bactérias de intestino médio de Ae. aegypti utilizadas neste trabalho
(tabela 1) foram isoladas e identificadas por Gaio 2011a, e por Rodrigues 2008.

Tabela 1. Bactérias de intestino médio de Aedes aegypti utilizadas neste trabalho.

Isolado  Numero de acesso Espécie relacionada de Identidade
no GenBank acordo com o Blast (%)
17 AM992185.1 Aeromonas hydrophila 98%
8 FJ823011.1 Burkholderia sp. 100%
6 EU169201.1 Chryseobacterium 99%
kwangyangense
20 AJ 506159 Enterobacter sp. 88%
2 EU244768.1 Herbasptirillum frisingense 100%
4 FJ799754.1 Pantoea sp. 98%
3 FJ405892.1 Pseudomonas putida 99%
21 EU 344964.1 Serratia plymuthica 94%
19 AY859721.1 Serratia sp. 97%

3.2. Esterilizacdo e preparo dos materiais

Os materiais utilizados durante os experimentos, tais como placas de Petri,
pincas, ponteiras, pistilos, palitos, tubos do tipo Eppendorf, foram previamente
autoclavados a 121°C por 20 min, assim como, a solucdo de PBS [NaH,PO4 0,5 M,
NaHPO, 0,5 M, NaCl] utilizada para o enxague. Todo o procedimento foi realizado
no fluxo laminar. Outros materiais, incluindo pipetas automaticas, isqueiro, lamparina
e recipientes contendo as solucdes de hipoclorito de sodio e alcool 70%, foram

sanitizados com alcool 70%.

3.3. Atividade hemolitica
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Os isolados bacterianos foram inoculados em meio de cultura BHI soélido
suplementado com 4% de sangue humano. O sangue foi adicionado quando o meio
de cultura, previamente esterilizado, atingiu a temperatura de 55-60 °C. Em seguida,
o meio de cultura foi assepticamente distribuido em placas de Petri que foram
deixadas em repouso por trinta minutos. Apds o0 meio ter atingido a temperatura
ambiente, aliquotas de 10 pL das culturas bacterianas (D.O.go0nm igual a 1) foram
inoculadas no centro das placas de Petri. As placas foram mantidas em estufa
bacteriolégica a 28 °C entre 72 h e 96 h. Ao final do periodo, foi feita observacéo
para verificagdo da formagéo de zona de hemolise em torno das colénias.

3.4. Atividade hemoglobinéasica

Para verificacdo da atividade hemoglobinasica, os experimentos foram
conduzidos utilizando o meio BHI sélido acrescido de 4 mg/mL de hemoglobina
bovina (Sigma). O meio BHI foi autoclavado por 15 min a 120 °C. A hemoglobina foi
solubilizada em agua destilada esterilizada e adicionada ao meio BHI quando este
atingiu a temperatura entre 55-60 °C. Aliquotas de 10 uL cultura bacteriana
(D.O.600nm igual a 1) foram colocadas no centro da placa, e as placas foram
colocadas na estufa a 28°C por 24 h a 48 h. Ao término deste periodo, foi observada

a formacéo do halo de atividade ao redor das coldnias.

3.5. Incorporacéo de heme

Para atividade de incorporacdo de heme o meio de cultura BHI foi acrescido
de hemina (Sigma) 5,0 mM. O meio foi autoclavado por 15 min a 121 °C. Apos a
autoclavacéo, o meio foi distribuido em placas de Petri. Aliquotas de 10 pL cultura
bacteriana (D.O.s00nm igual a 1) foram colocados no centro da placa, e as placas
foram colocadas na estufa a 28°C por 24 h a 48 h. ApGs este periodo, foi observada

a coloracéo das colbnias.

3.6. Incorporacao de ZN-protoporfirina IX.

Os isolados bacterianos foram colocados para se multiplicar em meio BHI por
16h na estufa a 28°C. Apls esse periodo, as culturas foram centrifugadas e
ressuspendidas em 500 pL de PBS. Um analogo do heme, a Zn protoporfirina 1X

(Sigma), na concentracdo de 30 pM, foi adicionado as suspensdes bacterianas que
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foram mantidas, a temperatura ambiente, por 10, 30, 45, e 60 min, na auséncia de
luz. Decorrido estes tempos, as culturas foram lavadas por trés sucessivas
centrifugagdes e ressuspensa utilizando-se, em cada etapa, 1mL de PBS.

As laminas e laminulas utilizadas na microscopia foram previamente lavadas
com detergente e agua corrente, enxaguadas com agua destilada e submersas em
alcool 70% e posteriormente colocadas sob papel filtro para secar. Para uso, as
laminulas foram adsorvidas com de 30uL de poli-L-lisina overnight a temperatura
ambiente. ApGs o tratamento, foi retirado o excesso de poli-L-lisina e as laminulas
foram colocadas para secar a temperatura ambiente.

Ap6s a ultima centrifugacédo, o pellet foi ressuspendido em 200 uL de PBS e
20 pL foram aderidas a laminulas por 15 min. Na sequéncia, as laminulas foram
entdo cuidadosamente lavadas em PBS e montadas em Iaminas histologicas com N-
propil-galato. As laminas foram observadas ao microscopio Zeiss Imager A2 na
objetiva de 100X e as imagens foram adquiridas com o software Axiovision.

Cento e oitenta microlitros das amostras processadas acima foram utilizadas
nos ensaios de quantificacdo de Zn protoporfirina IX. A curva padréo da ZnPPIX foi
feita com concentracdes de 0,01uM; 0,02uM; 0,04uM; 0,08uM; 0,1uM; 0,14uM;
0,16uM; 0,2uM no Espectrofluorimetro HIDEX PLATE CHAMELEON™V. A
excitacao ocorreu em 405/10 nm e a emissdo em 590/20 nm. Os valores obtidos nas
leituras foram utilizados para construcédo da curva padrdo, como mostrado na figura
10. Com o auxilio do software EXCEL foi feita uma regresséo linear e obteve-se uma
equacao da reta que foi utilizada para a quantificacdo da ZnPPIX incorporada pelas
bactérias. Como controle negativo nos experimentos foram utilizadas duas cepas de
Gluconacetobacter diazotrophicus, isolada de cana de acucar. Gluconacetobacter
diazotrophicus PAL5 e Gluconacetobacter diazotrophicus PqqC que néo solubiliza
zinco, nao fixa nitrogénio e é sensivel a estresse por metais como, cobalto, zinco e
cadmio (Mota Filho, 2012).
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Figura 10. Curva padréo ZnPPIX.

3.7. Analise do perfil proteico
3.7.1 Extracao das proteinas bacterianas

As culturas bacterianas crescidas como descrito nos itens 3.3, 3.4 e 3.5 foram
retiradas das placas com auxilio de palitos esterilizados e passadas para tubos e
lavadas com agua Milli-Q autoclavada e centrifugadas a 5.000 rpm por 15 min. Por
duas vezes. ApoOs a lavagem as bactérias foram ressuspendidas em Tris-HCI 20mM
pH 7,5 e sonicadas no Sonic Dismembrator (Fisher Scientific) com 8 ciclos de 7
segundos de ultrassom. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 9.000rpm

por 20 min, e 0 sobrenadante foi retirado para um novo tubo e congelado.

3.7.2. Quantificacdo protéica

A quantificacdo proteica dos extratos bacterianos foi feita utilizando-se do
método de Lowry e colaboradores (1951). O principio do método baseia-se numa
mistura contendo molibdato, tungstato e acido fosférico, (reagente Folin-Ciocalteau),
gue sofre uma reducdo quando reage com proteinas, na presenca do catalisador
cobre (l), e produz um composto com absor¢cdo maxima a 750 nm.

A curva padrao de albumina foi feita com as concentragdes de 2,5ug/ml,
10ug/ml, 25ug/ml e 50ug/ml. A curva padrdo, mostrada na Figura 10, relaciona a
concentracdo protéica das solucdbes com a leitura de absorbancia no
Espectofotbmetro Shimadzu no comprimento de onda igual a 750 nm. Apds a
construcdo da curva padréo, foi feita uma regresséao linear com o auxilio do software

EXCEL e obteve-se uma equacao da reta que foi utilizada para a quantificacéo de
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proteina nas diferentes amostras. A quantificacdo de proteinas totais nas amostras

foi feita com 0os mesmos reagentes utilizados na construcao da curva padrao.

Curvade calibracéo- proteina
y=0,01x
2 —
0.600 - Rz = 0,9985
0,500 -
E 0,400 A
=
g 0,300 -
§ 0,200 -
0,100 -
0,000 +———"—r— T
0 10 20 30 40 50 60
Conc. (pg/ml)

Figura 11. Curva padréo de albumina.

3.7.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida

As eletroforeses desnaturantes foram feitas em gel de poliacrilamida a 12,5%
e 0,75 mm de espessura. Foram aplicadas 15ug de proteinas dissolvidas em tampéao
de amostra (Tris-HCI 0,0625M, pH 6,8 contendo SDS 2%, glicerol 10%; azul de
bromofenol 0,0005%; B-mercaptoetanol 2,5%) e fervidas por 3 min a 100°C. As
corridas eletroforéticas foram realizadas a 120V por aproximadamente 1h15min em
tampéao de corrida (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 1%). O gel foi fixado com 40%
de etanol e 10% de acido acético por 1h, corado com uma solucéo de 80% Colloidal
Coomassie Staining (0,1% Coomassie Brilliant Blue G250, 2% de acido ortofosférico
e 10% de sulfato de amoénia) e 20% de metanol, overnight e descorado com solucéo

de acido acético a 1%.

3.8. Atividade peroxidasica em gel de poliacrilamida

A atividade peroxidasica dos extratos bacterianos foi realizada apés
eletroforese ndo desnaturante. As eletroforeses ndo desnaturantes, feitas na
auséncia de SDS, foram realizadas em gel de poliacrilamida 12,5%, e 0,75 mm de

espessura. Foram aplicadas 60 pg de proteinas dissolvidas em tampéo de amostra
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(Tris-HCI 0,0625M, pH 6,8 contendo glicerol 10% e azul de bromofenol 0,0005%). As
corridas eletroforéticas foram feitas a 120 V por aproximadamente 1h30min, em
tampéo de corrida (Tris 25 mM, glicina 192 mM). O gel foi fixado com TCA 12,5% por
30 minutos e lavado, em &gua destilada, por 30 min. Para revela¢cdo da atividade, os
géis foram submersos em 20 mL de tampado citrato de sodio 0,05M, pH 4,4 contendo
DAB (dimetoxibenzidina) 1 mg/mL e perdéxido de hidrogénio 0,06%. Apos o
aparecimento das bandas, o gel foi lavado com agua destilada.

3.9. Western blotting

Quinze microgramas de proteinas bacterianas foram submetidas a uma
eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida 12,5%. ApGs a corrida as
proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose em tampao de
transferéncia (Tris 25 mM, glicina 19,2 mM, 200 mL de metanol) a 100 V por 1h. A
membrana foi bloqueada com PBS Tween 0,3% por 1h a temperatura ambiente sob
agitagdo. Em seguida a membrana foi lavada com PBS Tween 0,05% 3 vezes por 5
min e em seguida incubada com anticorpo policlonal anti-hemoglobina humana
(Sigma) na diluicdo 1:5000 por 1h a 37°C sob leve agitacdo. Decorrido o tempo de
incubacédo, a membrana foi lavada por 2 vezes com PBS Tween 0,05% por 5 min e
em seguida incubada com anticorpo secundario, anti-lgG de coelho conjugado a
peroxidase (Sigma) na diluicdo 1:5000 por 1h a temperatura ambiente sob leve
agitacdo. ApoOs a incubacdo a membrana foi lavada com PBS Tween 0,05% por 2
vezes por 5 min e em seguida com PBS por 5 min 3 vezes. No experimento foi
utilizada albumina como controle negativo e hemoglobina como controle positivo.

Apés a lavagem, os sinais da membrana foram detectados por

quimioluminescéncia usando o ECL™

Western Blotting Detection Reagents (GE
Healthcare, UK) da seguinte forma. O excesso do tampao de lavagem foi drenado e
a membrana foi colocada em um cassete de autorradiografia. Sobre a membrana foi
colocada o reagente de deteccdo e um plastico fino, e exposta ao filme ECL
Hyperfiim-MP (GE Healthcare, UK) durante 1 min. Para revelacdo o filme foi
colocado por 30 seg no revelador (Kodak), lavado em agua e em seguida no fixador

(Kodak) por 30 seg. Os filmes foram digitalizados e analisados.
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4. Resultados
4.1. Atividade hemolitica dos isolados bacterianos

Os 9 isolados bacterianos (tabela 1) foram inoculados em meio de cultura BHI
suplementado com sangue (figura 12, colunas B, D e F). Destes, A. hydrophila, C.
kwangyangense, Enterobacter sp., Pantoea sp., Serratia sp.e P. putida
apresentaram atividade hemolitica. Em C. kwangyangense, Pantoea sp. e Serratia
sp. pode-se observar claramente a formagcdo de zona transparente (zona de lise
total) ao redor das col6nias. Ja em outras, mesmo nao sendo possivel a visualizacdo
clara do halo verifica-se que essas col6nias mudaram de cor, indicando que houve
lise de heméacias, hidrélise de hemoglobina e incorporacdo de heme (ver resultados

das préximas figuras).
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Figura 12. Atividade hemolitica dos isolados bacterianos. Cultivo dos isolados bacterianos em meio BHI (colunas A, C e E) e BHI suplementado

com

4% sangue (colunas B,

D e F).
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4.2. Atividade hemoglobinéasica

A atividade hemoglobindsica dos isolados bacterianos foi verificada
adicionando-se hemoglobina bovina ao meio de cultura (colunas B, D e F).
Observou-se que C. kwangyangense, Pantoea sp e Serratia sp possuem a
capacidade de hidrolisar a hemoglobina, ja que apresentaram a formacao de halo
marcante ao redor das coldnias além de escurecimento das mesmas (figura 13). Ja
em P. putida é possivel verificar apenas o escurecimento da coldnia evidenciando a

incorporacao do heme adquirido a partir da hemoglobina.
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Figura 13. Atividade hemoglobinasica dos isolados bacterianos. Cultivo dos isolados bacterianos em meio BHI (colunas A,C e E) e BHI
suplementado com 4mg/mL de hemoglobina (colunas B,D e F).
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4.3. Incorporagéo de heme

Observou-se a capacidade de incorporagdo de heme pelos isolados
bacterianos por meio de seu cultivo em meio BHI suplementado com hemina
(colunas B, D e F). Todos os isolados testados foram capazes de crescer neste
meio, porém Serratia sp., S. plymuthica e P. putida apresentaram uma coloracao
marrom escura, sugerindo uma maior capacidade de incorporagdo de heme (figura
14).
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Aeromonas hidrophila

Burholderia sp.

Enterobacter sp. Herbasptirillum frisingense Pantoea sp.

Serratia sp. Serratia plymuthica Pseudomonas putida

Figura 14. Incorporagcdo de heme. Cultivo dos isolados bacterianos em meio BHI (colunas A, C e E) e BHI suplementado com 5mM de hemina
(colunas B, D e F).
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4.4. Microscopia de fluorescéncia e espectrofluometria

Para acompanhar a captacdo de ZnPPIX, um analogo fluorescente do heme,
as bactérias isoladas de intestino médio de Ae. aegypti, foram incubadas em 30 uM
de ZnPPIX. As imagens foram captadas apés 10, 30, 45 e 60 minutos de incubacéo.
Todas as bactérias foram capazes de incorporar ZnPPIX. A espectrofluometria foi
realizada em paralelo a microscopia com as mesmas amostras e em trés tempos

incubacéo diferente.

4.4.1 Aeromonas hydrophila

Na figura 15, verificou-se por microscopia de fluorescéncia (coluna a direita),
gue A. hydrophila foi capaz de incorporar ZnPPIX. Apds 10 min de incubag¢do com o
analogo de heme observou-se baixa emissdo de fluorescéncia pelas células
bacterianas, que se intensificou nos tempos seguintes. Na figura 16, constatou-se
gue A. hydrophila incorporou ZnPPIX em concentracdes que variaram de 0,37 a 0,55
VLAY
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Figura 15. Microscopia de fluorescéncia de Aeromonas hydrophila incubada com 30 pM de

ZnPPIX.
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Figura 16. Espectrofluometria de Aeromonas hydrophila incubada com 30 uM de ZnPPIX. Em
10 min Aeromonas hydrophila incorporou 0,47 pM; em 30 min 0,55 pM; em 45 min 0,37 pM.

4.4.2. Burkholderia sp.

Foi possivel observar que Burkholderia sp. também incorporou ZnPPIX em
todos os tempos testados (figura 17). E importante salientar que nos tempos 30 e 60
mim houve reducdo do numero de bactérias no campo analisado, como
consequéncia, também se verificou reducdo, nestes tempos, na emissdo de
fluorescéncia. Com base no perfil das leituras geradas na espectrofluometria pode-

se verificar variacdo na incorporacdo ZnPPIX de 1,27 a 2,88 uM (figura 18).
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Figura 17. Microscopia de fluorescéncia de Burkholderia sp incubada com 30 uM de ZnPPIX.
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Figura 18. Espectrofluometria de Burkholderia sp incubada com 30 uM de ZnPPIX. Em 10 min
Burkholderia sp. incorporou 2,51 pM; em 30 min 2,87 pM; em 45 min 2,88 pM.

4.4.3. Chryseobacterium kwangyangense

C. kwangyangense foi capaz de incorporar ZnPPIX nos tempos testados.
Verificou-se melhor visualizacdo das células bacterianas por contraste de fase e
fluorescéncia nos tempos 10 e 30 mim (figura 19). Na figura 20 constatou-se que C.
kwangyangense incorporou ZnPPIX em concentra¢cdes que variaram de 1,79 a 1,84
HM.
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Figura 19. Microscopia de fluorescéncia de Chryseobacterium kwangyangense incubada com

30 uM de ZnPPIX.
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Figura 20. Espectrofluometria de Chryseobacterium kwangyangense incubada com 30 yuM de
ZnPPIX. Em 10 min Chryseobacterium kwangyangense. Incorporou 1,80 pM; em 30 min 1,84 uM; em
45 min 1,79 pM.

4.4.4. Enterobacter sp.

Na figura 21, pode-se observar que Enterobacter sp foi capaz de incorporar
ZnPPIX em baixas concentracdes, pois verifica-se pouca emissédo de fluorescéncia
pelas células bacterianas principalmente 45 e 60 mim apdés a incubacdo com
ZnPPIX. Segundo dados da espectrofluometria Enterobacter sp. assimilou o analogo
do heme em concentra¢des que variaram de 0,09 — 0,2 pM. A assimilacéo foi linear

até 45 min de incubacéo (figura 22).
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Figura 21. Microscopia de fluorescéncia de Enterobacter sp. incubada com 30 pM de ZnPPIX.
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Figura 22. Espectrofluometria de Enterobacter sp. incubada com 30 uM de ZnPPIX. Em 10 min
Enterobacter sp. incorporou 0,09 puM; em 30 min 0,11 puM; em 45 min 0,20 uM.

4.4.5. Herbasptirillum frisingense

Na figura 23 a microscopia revelou um aumento gradual na emissédo de
fluorescéncia nos tempos de 10, 30, 45 e 60 min. H. frisingense apresenta o perfil de
incorporacdo de ZnPPIX variando de 1,82 — 3,43 pM. Houve aumento linear da
incorporacao de ZnPPIX pelo microrganismo nos tempos de 10, 30, e 45 min, como

mostrado na figura 24.
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Figura 23. Microscopia de fluorescéncia de Herbasptirillum frisingense incubada com 30 uM de

ZnPPIX.
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Figura 24. Espectrofluometria de Herbasptirillum frisingense incubada com 30 uM de ZnPPIX.
Em 10 min herbasptirillum frisingense incorporou 2,03 pM; em 30 min 1,82 puM; em 45 min 3,43 pM.

4.4.6. Pantoea sp.

Na figura 25 verifica-se que Pantoea sp. foi capaz de incorporar ZnPPIX
principalmente 10 e 60 mim apds a incubacgédo. O perfil de incorporacédo de ZnPPIX
por Pantoea sp. (figura 26) variou de 1.06 a 2,23 puM. Houve incorporagdo maxima

em 10 min e queda nos demais tempos.



42

Contraste de fase Fluorescéncia

10 minutos

45 minutos

3]
=
3

60 minutos

o
=
=

30 minutos
y 3]
: b=
L 3

Figura 25. Microscopia de fluorescéncia de Pantoea sp. incubada com 30 uM de ZnPPIX.
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Figura 26. Espectrofluometria de Pantoea sp. incubada com 30 uM de ZnPPIX. Em 10 min
Pantoea sp. incorporou 2,23 uM; em 30 min 1,06 pM; em 45 min 1,39 uM.

4.4.7. Pseudomonas putida

Foi possivel observar que P. putida incorporou ZnPPIX em todos 0os tempos
testados (figura 27). O perfil de emissdo de fluorescéncia foi bastante similar em
todos os tempos analisados. Com base no perfil das leituras geradas na
espectrofluometria verificou-se que P. putida apresentou os maiores valores de

incorporacao de ZnPPIX ( de 3,67 a 4,29 uM) entre as bactérias testadas (figura 28).
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Figura 27. Microscopia de fluorescéncia de Pseudomonas putida incubada com 30 puM de

ZnPPIX.
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Figura 28. Espectrofluometria de Pseudomonas putida incubada com 30 pM de ZnPPIX. Em 10
min Pseudomonas putida incorporou 3,67 uM; em 30 min 4,29 uM; em 45 min 4,05 uM.

4.4.8. Serratia plymuthica

S. plymuthica foi capaz de incorporar ZnPPIX nos tempos testados, entretanto
verifica-se melhor visualizacdo de fluorescéncia nas células bacterianas nos tempos
10 e 60 mim devido a um maior nimero de bactéria no campo analisado (figura 29).
Por espectrofluometria observa-se variacdo da incorporacdo de 1,83 a 3,83uM
(figura 30).
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Figura 29. Microscopia de fluorescéncia de Serratia plymuthica incubada com 30 pM de
ZnPPIX.
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Figura 30. Espectrofluometria de S. plymultica incubada com 30 uM de ZnPPIX. S. plymultica
incoroporou 2,32 uM em 10 min, 3,83 UM em 30 min e 1,83 uM em 45 min.

4.4.9. Serratia sp.

Por microscopia de fluorescéncia observou-se baixa emissao de fluorescéncia
por Serratia sp., apesar de se verificar por contrate de fase um grande numero de
bactérias nos campos analisados (figura 31). Na figura 32 constata-se que a
incorporacdo de ZnPPIX foi baixa e constante ao longo do tempo, permanecendo
entre 0,11 — 0,16 pM.
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Figura 31. Microscopia de fluorescéncia de Serratia sp. incubada com 30 uM de ZnPPIX.
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Figura 32. Espectrofluometria de Serratia sp. incubada com 30 uM de ZnPPIX. Em 10 min
Serratia sp. incorporou 0,16 puM; em 30 min 0,11 uM; em 45 min 0,13 uM.

Na figura 33 foram reunidas todas as cinéticas de incorporacao de ZnPPIX de
todas as bactérias utilizadas neste estudo. Vé-se que a bactéria P. putida incorpora
cerca de 39 vezes mais ZnPPIX do que Serratia sp. e Enterobacter sp., bactérias

gue tiveram a menor incorporac¢do durante o tempo de ensaio.
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Figura 33. Captagdo de ZnPPIX pelos isolados bacterianos.
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4.4.10. Gluconacetobacter diazotrophicus PALS5 e Gluconacetobacter

diazotrophicus pqqC

Na microscopia de fluorescéncia realizada com Gluconacetobacter
diazotrophicus PAL5 e Gluconacetobacter diazotrophicus pqqC, ndo se observou
incorporacdo de ZnPPIX pelas células bacterianas (figura 34 e 35). As leituras feitas
no espectrofluorimetro confirmam o resultado da microscopia de fluorescéncia ja que
apresentaram em ambos 0s casos valores negativos (dados ndo mostrados).
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Figura 34. Microscopia de fluorescéncia de Gluconacetobacter diazotrophicus PALS5.
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Figura 35. Microscopia de fluorescéncia de Gluconacetobacter diazotrophicus PqqC.
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4.5. Analise do perfil proteico de bactérias crescidas em meio BHI contendo
sangue, hemina e hemoglobina

As figuras 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44 apresentam perfil proteico em gel
desnaturante (painel A) e atividade peroxidasica (painel B) das bactérias A.
hydrophila, Burkholderia sp, C. kwangyangense, Enterobacter sp, H. frisingense,
Pantoea sp, P. putida, S. plymuthica e Serratia sp. respectivamente, cultivadas em
BHI (raia 1) e BHI suplementado com sangue (raia 2) heme (raia 3) ou hemoglobina
(raia 4) .

4.5.1. Aeromonas hydrophila

Podem-se verificar algumas alteragdes nos perfis proteicos de acordo com a
suplementacao utilizada no meio de cultivo. Observaram-se proteinas com peso
molecular variando de a 45 kDa a 66,2 kDa (seta a), nas bactérias que cresceram na
presenca de hemoglobina, e aparecimento de bandas abaixo de 21.5 kDa (seta b)
nas bactérias cultivadas na presenca de sangue, heme ou hemoglobina,
respectivamente. Verificou a presenca de, pelo menos, uma proteina com atividade
heme-peroxidasica quando esta bactéria foi cultivada em meio suplementado com

sangue (figura 36).
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Figura 36. Perfil proteico e atividade peroxidasica de Aeromonas hydrophila. Em A, perfil de
proteinas em eletroforese desnaturante de A. hydrophila, cultivada em BHI (1) e BHI suplementado
com sangue (2) hemina (3) e hemoglobina (4). Utilizou-se 15 ug de proteina por raia. Em B, atividade
peroxidasica de proteinas de A. hydrophila cultivada em BHI (1) e BHI suplementado com sangue (2)
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heme (3) e hemoglobina (4). Utilizou-se 60 ug de proteina por raia. Hb, 40ug de pg hemoglobina
bovina (controle positivo).

4.5.2. Burkholderia sp.

No perfil proteico de Burkholderia sp. cultivada em meio suplementado com
hemoglobina observa-se auséncia de bandas entre 66,2 e 45 kDa (setas a). A seta b
aponta uma diferenca de migracdo de duas bandas de proteinas no meio
suplementado com sangue. Verificou-se a presenca de proteinas, de massas
moleculares diferentes, com atividade peroxidasica em bactérias cultivadas na

presenca de sangue (setas d e e ) e heme (seta c), figura 37.
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Figura 37. Perfil proteico e atividade peroxidasica de Burkholderia sp. Em A, perfil de proteinas
em eletroforese desnaturante de Burkholderia sp., cultivada em BHI (1) e BHI suplementado com
sangue (2) hemina (3) e hemoglobina (4). Utilizou-se 15 ug de proteina por raia. Em B, atividade
peroxidasica de proteinas de Burkholderia sp. cultivada em BHI (1) e BHI suplementado com sangue
(2) heme (3) e hemoglobina (4). Utilizou-se 60 ug de proteina por raia. Hb, 40ug de hemoglobina
bovina (controle positivo).

4.5.3. Chryseobacterium kwangyangense
C. kwangyangense apresenta um perfil proteico bem similar em todos os
tratamentos utilizados. A Unica diferenca mais visivel é aguela na faixa de massa

molecular apontada pela seta a. Proteinas de C. kwangyangense apresentaram
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atividade peroxidasica quando esta bactéria foi cultivada em meio suplementado

com sangue (3 bandas, setas b e ¢) ou hemina (2 bandas, setas b e d), figura 38.
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Figura 38. Perfil proteico e atividade peroxidasica de Chryseobacterium kwangyangense. Em A,
perfil de proteinas em eletroforese desnaturante de C. kwangyangense, cultivada em BHI (1) e BHI
suplementado com sangue (2) hemina (3) e hemoglobina (4). Utilizou-se 15 ug de proteina por raia.
Em B, atividade peroxidasica de proteinas de C. kwangyangense cultivada em BHI (1) e BHI

suplementado com sangue (2) heme (3) e hemoglobina (4). Utilizou-se 60 ug de proteina por raia. Hb,
40ug de hemoglobina bovina (controle positivo).

4.5.4. Enterobacter sp.

O gel desnaturante de Enterobacter sp. apresenta perfis proteicos bem
similares em todos os tratamentos utilizados ndo sendo possivel apontar diferencas
entre eles. Nao se verificou a presenca de proteinas com atividade heme-

peroxidasica em Enterobacter sp. cultivada nas condi¢des utilizadas neste trabalho,
figura 39.
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Figura 39. Perfil proteico e atividade peroxidasica de Enterobacter sp. Em A, perfil de proteinas
em eletroforese desnaturante de Enterobacter sp, cultivada em BHI (1) e BHI suplementado com
sangue (2) hemina (3) e hemoglobina (4). Utilizou-se 15 ug de proteina por raia. Em B, atividade
peroxidasica de proteinas de Enterobacter sp. cultivada em BHI (1) e BHI suplementado com sangue
(2) heme (3) e hemoglobina (4). Utilizou-se 60 ug de proteina por raia. Hb, 40ug de hemoglobina
bovina (controle positivo).

4.5.5. Herbasptirillum frisingense

O perfil proteico de H. frisingense apresenta-se muito parecido para todos 0s
tratamentos. As proteinas das bactérias cultivadas em meio de cultura contendo
sangue apresentaram-se menos abundante. H. frisingense ndo apresenta proteina

com atividade heme-peroxidasica nas condi¢des utilizadas neste trabalho, figura 40.
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Figura 40. Perfil proteico e atividade peroxidasica de Herbasptirillum frisingense. Em A, perfil de
proteinas em eletroforese desnaturante de H. frisingense, cultivada em BHI (1) e BHI suplementado
com sangue (2) hemina (3) e hemoglobina (4). Utilizou-se 15 ug de proteina por raia. Em B, atividade
peroxidasica de proteinas de H. frisingense cultivada em BHI (1) e BHI suplementado com sangue (2)
heme (3) e hemoglobina (4). Utilizou-se 60 ug de proteina por raia. Hb,40ug de hemoglobina bovina
(controle positivo).

4.5.6. Pantoea sp.

O perfil proteico de Pantoea sp. apresenta-se bastante complexo e algumas
pequenas diferencas na intensidade de algumas bandas de proteinas sao
observadas. A seta a mostra bandas mais intensas nos perfis proteicos de amostras
de bactérias cultivadas em meio contendo hemina ou hemoglobina. As setas b
apontam para proteinas mais intensas extraidas de bactérias mantidas em meio de
cultivo suplementados com sangue, hemina ou hemoglobina. Por sua vez, as setas

¢ e d indicam bandas mais intensas na presenca de hemoglobina.

Diversas proteinas de Pantoea sp. apresentaram atividade peroxidasica.
Entre elas, destaca-se presenca de duas bandas de atividade bem finas (seta e) nos
tratamentos com sangue ou hemina, e outra banda mais abaixo (seta f) no
tratamento com sangue. Observa-se também a presenca de banda com atividade
peroxidasica nas quatro situacdes de cultivo (seta g), entretanto ha um aumento de
intensidade das proteinas das bactérias que sofreram o tratamento com sangue,

hemina ou hemoglobina, figura 41.
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Figura 41. Perfil proteico e atividade peroxidasica de Pantoea sp. Em A, perfil de proteinas em
eletroforese desnaturante de Pantoea sp, cultivada em BHI (1) e BHI suplementado com sangue (2)
heme (3) e hemoglobina (4). Utilizou-se 15 ug de proteina por raia. Em B, atividade peroxidasica de
proteinas de Pantoea sp. cultivada em BHI (1) e BHI suplementado com sangue (2) hemina (3) e
hemoglobina (4). Utilizou-se 60 ug de proteina por raia. Hb, 40ug de hemoglobina bovina (controle
positivo).

4.5.7. Pseudomonas putida

Os perfis proteicos de P. putida apresentam diferencas sutis entre eles. A seta
a aponta para uma aparente auséncia de uma banda proteica de massa molecular
em torno de 97,4 kDa nos tratamentos com hemina ou hemoglobina. As setas b e ¢
indicam que houve uma aumento na intensidade das bandas de proteinas na faixa
de massa molecular em torno de 45 kDa e 21,5 kDa, respectivamente, nos trés

tratamentos realizados.

P. putida ndo apresenta nenhuma proteina com atividade peroxidasica nas

condicBes utilizadas neste trabalho, figura 42.
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Figura 42. Perfil proteico e atividade peroxidasica de Pseudomonas putida. Em A, perfil de
proteinas em eletroforese desnaturante de P. putida cultivada em BHI (1) e BHI suplementado com
sangue (2) heme (3) e hemoglobina (4). Utilizou-se 15 ug de proteina por raia. Em B, atividade
peroxidasica de proteinas de P. putida. cultivada em BHI (1) e BHI suplementado com sangue (2)
heme (3) e hemoglobina (4). Utilizou-se 60 pg de proteina por raia. Hb, 40ug de hemoglobina bovina
(controle positivo).

4.5.8. Serratia plymuthica

Os perfis proteicos sdo bastante semelhantes entre si. Apesar do perfil
proteico de S. plymuthica cultivada somente em meio de BHI se apresentar com
bandas protéicas menos intensas, foi possivel observar algumas pequenas
diferencas. Observa-se a auséncia de uma banda de massa molecular em torno de
200 kDa no tratamento com hemoglobina (seta a). A seta b aponta para duas
proteinas, de massa molecular em torno de 97,4 kDa, mais fracas no tratamento
com hemina. As setas c, d e e mostram bandas que aparecem mais intensas apos

as bactérias sofrerem tratamento com sangue, hemina ou hemoglobina, figura 43.

Verificam-se presenca de varias bandas de proteinas com atividade heme-

peroxidasica unicamente de S. plymuthica cultivada em meio contendo hemina (seta

f).
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Figura 43. Perfil proteico e atividade peroxidasica de Serratia plymuthica. Em A, perfil de
proteinas em eletroforese desnaturante de S. plymuthica cultivada em BHI (1) e BHI suplementado
com sangue (2) heme (3) e hemoglobina (4). Utilizou-se 15 ug de proteina por raia. Em B, atividade
peroxidasica de proteinas de S. plymuthica. cultivada em BHI (1) e BHI suplementado com sangue (2)
heme (3) e hemoglobina (4). Utilizou-se 60 ug de proteina por raia. Hb, 40ug de hemoglobina bovina
(controle positivo).

4.5.9. Serratia sp.

Esta bactéria foi a que apresentou os perfis proteicos mais diferentes entre os
tratamentos. Entre estas diferencas pode-se apontar uma banda protéica mais
intensa, em torno de 116,3 kDa, nos tratamentos com sangue e hemoglobina (seta
a). O mesmo fendbmeno ocorre, de forma mais intensa, com a banda de proteina
apontada pela seta b. No tratamento com hemoglobina uma banda de proteina de
45 kDa, predominante nesta bactéria, se apresenta de forma bem mais intensa (seta
c), como também 3 bandas proteicas na faixa de massa molecular em torno 21,5
kDa (seta d). No gel de atividade heme-peroxidasica de Serratia sp., pode ser vista
uma banda de atividade bem definida (seta €). A Unica diferenca observada foi o
aparecimento de uma segunda banda de atividade no tratamento com hemina (seta
f), figura 44.
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Figura 44. Perfil proteico e atividade peroxidasica de Serratia sp. Em A, perfil de proteinas em
eletroforese desnaturante de Serratia sp cultivada em BHI (1) e BHI suplementado com sangue (2)
heme (3) e hemoglobina (4). Utilizou-se 15 ug de proteina por raia. Em B, atividade peroxidasica de
proteinas de Serratia sp. cultivada em BHI (1) e BHI suplementado com sangue (2) heme (3) e

hemoglobina (4). Utilizou-se 60 ug de proteina por raia. Hb, 40ug de hemoglobina bovina (controle
positivo).

4.6. Western blotting

A figura 45 apresenta o resultado dos Western blots para, a principio, detectar
proteinas do tipo hemoglobina nas bactérias C. kwangyangense, Enterobacter sp.,
Pantoea sp., P. putida e Serratia sp., cultivadas em BHI (raial) e BHI suplementado
com sangue (raia 2), hemina (raia 3) e hemoglobina (raia 4).

De forma surpreendente, o anticorpo primario utilizado (anticorpo anti-
hemoglobina humana produzido em coelho) apresentou uma alta reatividade com as
proteinas das bactérias usadas neste estudo. Essa reatividade inespecifica pode ser
explicada pelo fato de que o antissoro comercial utilizado possa conter, além de
anticorpos contra hemoglobina, anticorpos contra proteinas de bactérias presentes
nos tecidos do animal em que foi produzido este antissoro que, neste caso
especifico, foi o coelho. Apesar desta inespecificidade, esta técnica possibilitou a
visualizacdo de algumas diferencas nos perfis proteicos das bactérias intestinais do

mosquito.
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Em geral C. kwangyangense apresenta mais bandas reativas quando
cultivado em BHI acrescido de sangue ou hemoglobina. A seta a aponta para uma
banda bem intensa no tratamento com sangue. Com as setas b e ¢ sao indicadas
duas bandas de proteinas altamente reativas, oriundas de bactérias cultivadas em
meio contendo sangue ou hemoglobina. Pode-se também visualizar a presenca de
uma banda mais nitida no tratamento com sangue (seta c) e duas bandas menos
intensas quando C. kwangyangense foi crescida em meio contendo sangue ou
hemoglobina (seta d e e).

No caso de Enterobacter sp. o perfil proteico do tratamento com sangue
mostra-se bem diferente em relacdo aos outros. Como exemplo, verificamos a
auséncia de uma banda de proteina, neste tratamento, que se mostrou altamente
reativa nos outros tratamentos (seta f).

Pantoea sp. apresenta uma banda de proteina (seta g), somente quando foi
cultivada em meio BHI suplementado com sague. A seta h aponta para a auséncia
de uma banda reativa quando a bactéria foi cultivada em BHI suplementado com
hemina.

As setas i e j apontam para auséncias de bandas proteicas em P. putida
cultivada em meio BHI suplementado com hemina ou sangue, respectivamente.

Nos perfis de Serratia sp., observa-se a presenca de uma banda altamente
reativa oriunda de bactérias que foram cultivadas somente em meio BHI (seta ).
Esta banda estd presente de forma bem menos intensa nos tratamentos com
sangue, hemina e hemoglobina. Outra diferenca foi o desaparecimento de uma

banda no tratamento com hemoglobina (seta m).
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Figura 45. Western blotting dos isolados bacterianos. Raia 1, BHI; raia 2, BHI acrescido de
sangue; raia 3, BHI acrescido de heme e raia 4, BHI acrescido de hemoglobina. Raia 5, hemoglobina

bovina.
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5. Discusséao

A digestdo do sangue no intestino médio Ae. aegypti ocorre de forma
coordenada ao longo de cerca de 48 h e envolve a remocdo do excesso de agua
ingerido, o rompimento dos eritrécitos, a degradacgao hidrolitica de macromoléculas e
a absorcdo de pequenas moléculas pelas células epiteliais (Romoser, 1996). Ao
longo deste periodo , observa-se um aumento exponencial da populacdo bacteriana
intestinal que predomina, inicialmente, na regido posterior do intestino, onde a
atividade proteolitica é mais alta. No final da digestdo, o limen intestinal torna-se
completamente preenchido por bactérias (Gusmao et al., 2010). Desta forma, as
bactérias intestinais utilizam o sangue ingerido, pelo mosquito, como meio de cultura
para a sua multiplicacdo. Como o mosquito "permite” que haja esta proliferacéo
bacteriana, pode-se deduzir que as bactérias intestinais possam ter papel relevante
no processo digestivo. Por exemplo, as bactérias intestinais poderiam estar

envolvidas na lise das hemacias e na degradacédo da hemoglobina.

Neste trabalho, mostramos que, com excecado de H. frisingense, S. plymuthica
e Burkholderia sp., todas as outras seis bactérias estudadas foram capazes de lisar
hemacias em meio de cultura contendo sangue humano. Gusmao et al. (2010) ja
haviam mostrado que bactérias isoladas de intestino de Ae. aegypti, tais como
Enterobacter sp. e Serratia sp, apresentaram expressiva atividade hemolitica. Ja foi
relatado na literatura que estas duas bactérias sdo capazes de produzir moléculas
com atividade hemolitica (Miyazaki et al., 1992; Azambuja et al., 2004). Aeromonas,
por sua vez, sintetiza uma B-hemolisina, a aerolisina (Nam e Joh, 2007). Estes
dados vém de encontro aos resultados obtidos por Gaio et al. (2011b). Estes autores
mostraram que a reducdo da populacdo bacteriana intestinal de Ae. aegypti, pelo
tratamento dos mosquitos com antibiéticos, reduziu significativamente a velocidade

de lise das hemacias.

Considerando que a hemoglobina é a proteina majoritaria do sangue, a sua
liberacdo das hemacias e a sua consequente degradacdo € um passo importante
para a digestdo. A fim de verificarmos se as bactérias intestinais seriam capazes de
secretar hemoglobinase, cultivamos estes microrganismos em meio BHI
suplementado com hemoglobina. Como resultado, observamos que, pelo menos, as
bactérias Serratia sp., Pantoea sp. e C. kwangyangense apresentaram atividade

hemoglobinasica bem visivel. Apesar de nao ter apresentado uma atividade
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hidrolitica, sobre a hemoglobina, de forma inequivoca, € provavel que A. hydrophila
tenha um papel na digestdo do sangue. Relatos na literatura mostram que espécies
de Aeromonas secretam muitas proteinas extracelulares, incluindo amilase,
quitinase, elastase, aerolisina, nuclease, gelatinase, lecitinase, lipase e protease
(Nam e Joh, 2007). Uma hemoglobinase, que atua no processo de captacédo de
heme, foi previamente caracterizada na bactéria Porphyromonas gingivalis (Lewis et
al., 1999).

A maioria dos animais sugadores de sangue ingere enormes quantidades de
sangue em uma Unica refeicdo. Mosquitos e triatomineos podem ingerir cerca de
trés a dez vezes seu peso corporal em
cada refeicao (Friend et al., 1965). A hemoglobina responde por cerca de 60% de
teor de proteina no sangue que corresponde a uma concentracdo de 150 mg/mL
(Graca-Souza et al., 2006). Sua degradacéo resulta na liberagdo de concentracdes
muito elevadas de heme, cerca de 10 mM (Pascoa et al., 2002). O heme, na sua
forma livre, € um poderoso gerador de espécies reativas de oxigénio que podem
reagir e danificar muitas biomoléculas (Graca-Souza et al., 2006). As bactérias
intestinais, tal como os mosquitos, tem que lidar com o este excesso de estresse
oxidativo. Diversos estudos, mostrando mecanismos de detoxificacdo de heme por
parte de insetos hematéfagos ja foram descritos (Graga-Souza et al., 2006). Desta
forma, pode-se inferir que as bactérias intestinais de mosquitos tenham o0s seus
préprios mecanismos de detoxificacdo e sequestro deste excesso de heme. Estes
microrganismos poderiam, assim, auxiliar 0s mosquitos neste processo de inativacao
do heme. Os isolados obtidos de Ae. aegypti foram cultivados em meio BHI
contendo hemina. Observamos que todos os microrganismos foram capazes de
incorporar heme, em maior ou menor grau, a partir do meio de cultivo. Estes dados
vém confirmar os resultados obtidos por Gusmao (2007) que utilizou outros isolados
bacterianos obtidos de Ae. aegypti. Vale ressaltar que estes microrganismos, como
seria esperado, foram extremamente resistentes a presenca de heme, visto que
foram capazes de se multiplicar na presenca de 5 mM de hemina. Na literatura,
relata-se que concentracdes de hemina na faixa de 25-40 uM séo bastante téxicas
para bactérias (Wyckoff et al., 2005; Stauff et al., 2008). Em geral, bactérias Gram-
negativas sdo mais resistentes a toxicidade do heme do que bactérias Gram-
positivas (Nitzan et al.,, 1994). Desta forma, é importante ressaltar que todas as

bactérias utilizadas neste trabalho sdo Gram-negativas e que, no intestino médio de
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mosquitos, predominam bactérias bacilares da familia Enterobacteriaceae (Gusmao
et al., 2010).

Quando utilizamos o anélogo fluorescente do heme, ZnPPIX, para estudar a
cinética de incorporacdo de heme, observamos que as bactérias intestinais
incorporam este analogo de heme de forma bem rapida. Apés 10 min de exposicéo,
em geral, as bactérias j& emitem uma boa fluorescéncia com tendéncia a aumentar
ou de se manter constante até aos 30 min de incubacdo. Apos este tempo, a
incorporacdo € mantida estavel. Os resultados obtidos mostram que, dependendo
da bactéria, a incorporacdo ZnPPIX atinge o seu maximo apés 10 ou 30 min de
incubacdo. Bramant e colaboradores (1993) obtiveram resultados similares ao
estudar a incorporacdo de 30 pM de hemina radioativa por parte da bactéria
Porphyromonas gingivalis. Esta bactéria foi capaz de incorporar cerca de 70% da
hemina nos primeiros 3 min, atingindo a completa incorporagédo por volta dos 45 min
de exposicdo. Entre as bactérias estudadas, P. putida foi a mais eficiente na
incorporacdo de ZnPPIX, apo6s 30 min de incubacdo, o que representa uma

eficiéncia 39 vezes maior do que as bactérias Serratia sp. e Enterobacter sp.

Pascoa e colaboradores (2002) mostraram que, em Ae. aegypti, parte do
heme gerado do catabolismo da hemoglobina se associa a matriz peritrofica,
sugerindo que essa estrutura desempenha um importante papel na detoxificacédo de
heme neste inseto (Pascoa et al., 2002). Podemos concluir, a partir dos nossos
dados e de Gusmao (2007), que as bactérias de mosquitos podem desempenhar

papel cooperativo no processo de detoxificacdo deste grupo prostético.

Em mosquitos anautdgenos, tais como Ae. aegypti e Anopheles gambiae, a
fémea precisa se alimentar de sangue para obter os nutrientes necessarios para a
maturacdo de seus ovos. A ingestdo de sangue estimula uma série de mudancas
fisiol6gicas no mosquito com um todo e, em especial, no intestino médio. Sanders e
cols. (2003) analisaram a expressao génica do intestino médio de Ae. aegypti, em
resposta a alimentacdo sanguinea, e observaram a modulacdo de diversos genes
como, por exemplo, aqueles envolvidos no metabolismo e absor¢cdo de nutrientes,
degradacéao de proteinas e aminoacidos, coagulacdo do sangue, formacdo da matriz
peritrofica e estresse oxidativo. Entre as proteinas intestinais mais estudadas e que

sdo induzidas pela alimentacdo sanguinea destacam-se as enzimas digestivas
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(Billingsley e Hecker, 1991; Noriega, et al., 1997; Isoe et al., 2009) e as proteinas

constituintes da matriz peritrofica (Dinglasana et al., 2009).

As bactérias intestinais de mosquitos precisam enfrentar os mesmos desafios
metabdlicos de seus hospedeiros para a utilizacdo do sangue como fonte nutricional
para a sua multiplicagdo. Estes microrganismos sdo muito bem sucedidos neste
processo, visto que eles colonizam completamente o Iimen intestinal ao final da
digestdo do sangue. Desta forma, tal qual o mosquito, espera-se que genes e
proteinas das bactérias intestinais sejam também modulados pelo sangue para que
estes microrganismos néo dependam exclusivamente do metabolismo de seu
hospedeiro para que possam se proliferar. Neste trabalho, utilizamos a técnica
eletroforética unidimensional, em uma analise preliminar, para verificar possiveis
diferencas no perfil proteico de bactérias intestinais de Ae. aegypti, quando mantidas
em meio de cultura rico em nutrientes, suplementado com sangue, hemina e
hemoglobina. Nestas condi¢des, foi possivel observar diferengas sutis na expressao
de proteinas em sete das nove bactérias estudadas. A bactéria Serratia sp. foi a que
apresentou diferencas mais visiveis nos seus perfis proteicos. Trés proteinas foram
altamente expressas nos tratamentos com sangue e hemoglobina em relacdo ao
grupo controle, crescido em BHI ndo suplementado. Assim, técnicas protedmicas
mais modernas terdo que ser utilizadas para a identificacéo de proteinas bacterianas

intestinais que sdo moduladas pelos constituintes do sangue.

Neste estudo, utilizamos duas outras metodologias para verificar se o heme
seria capaz de induzir/faumentar a expressdo de heme-proteinas em bactérias de
Ae. aegypti, visto que todas as bactérias estudadas foram capazes de incorporar
este grupo prostético. Neste caso, estas proteinas seriam proteinas especializadas
para a mobilizacdo de heme e para manter os reservatorios intracelulares deste

composto (Anzaldi e Skaar, 2010).

Na primeira técnica, a atividade heme-peroxidasica em gel de poliacrilamida,
foi possivel observar diferencas na expressdo de proteinas com atividade
peroxidasica na maioria das bactérias com as excecfes de H. frisingense e P.
putida. Dentre todas, quatro bactérias se destacaram na expressdo de heme-
proteinas: Burkholderia sp que apresentou varias bandas com atividade peroxidasica
no tratamento com hemina e duas bandas bem expressivas, no tratamento com

sangue; C. kwangyangense apresentou, nos tratamentos com sangue e hemina,
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uma proteina com atividade peroxidasica alta; Pantoea sp. aumentou a expressao
de, pelo menos duas heme-proteinas, nas trés condigcbes experimentais e
apresentou uma nova proteina no tratamento com sangue e S. plymuthica
expressou uma serie de heme-proteinas unicamente no tratamento com hemina. A
sintese de heme-proteinas por bactérias se faz necessaria para internalizar o heme
e manter a homeostase celular, prevenindo a toxicidade desta molécula, como foi
observado na bactéria patogénica Staphylococcus aureus (Skaar et al., 2004).
Estudando esta mesma bactéria por eletroforese em duas dimensdes associada a
espectrometria de massas, Friedman e colaboradores (2006) identificaram cinco
proteinas que aumentam sua expressao exclusivamente em resposta a 10 uM de

hemina.

Na segunda serie de experimentos, para a identificacdo de heme-proteinas,
utilizou-se a técnica "immunoblot" na qual foi usada, como anticorpo primario, um
anticorpo policlonal anti-hemoglobina humana comercial. O objetivo de utilizar esta
metodologia foi a de verificar se as bactérias intestinais de Ae. aegypti estariam
incluidas no pequeno grupo de bactérias que expressam hemoglobina (Frey e Kallio,
2003). Infelizmente, os resultados obtidos, neste trabalho, foram inespecificos em
vista do grande numero de bandas que foram reveladas. De qualquer forma, foi
possivel visualizar algumas importantes alteracdes nos perfis proteicos obtidos.
Aléem das diferencas pontuais na expressdo de proteinas entre os tratamentos,
podem-se destacar diferencas marcantes nos perfis proteicos de C. kwangyangense
e Enterobacter sp quando estas bactérias foram cultivadas em meio suplementado

com sangue humano.

Em suma, os resultados obtidos neste trabalho vém de encontro aos
trabalhos anteriores obtidos pelo nosso grupo de pesquisa, confirmando a
capacidade das bactérias intestinais de lisar hemacias, degradar hemoglobina e
incorporar heme. Mostramos também que estes microrganismos sao altamente
resistentes ao stress oxidativo provocado pela presenca de heme além de serem

capazes de expressar heme-proteinas induzidas por este grupo prostético.
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6. Conclusodes

- Com excecédo de H. frisingense, S. plymuthica e Burkholderia sp., todas as
outras seis bactérias estudadas foram capazes de lisar hemacias em meio de cultura

contendo sangue humano.

- Serratia sp., Pantoea sp. e C. kwangyangense apresentaram atividade

hemoglobinasica bem visivel.

- Todos os microrganismos foram capazes de incorporar heme, em maior ou

menor grau, a partir do meio de cultivo.

- Todas as bactérias intestinais incorporam Zn protoporfirina de forma bem
rapida.

- Enterobacter sp. foi o isolado que incorporou a menor quantidade de
ZnPPIX, ficando em torno de 0,09 uM em 10 min.

- P. putida incorporou a maior quantidade ZnPPIX, ficando em torno de
4,29uM em 30 min.

- Nas condicdes testadas foi possivel observar diferencas sutis ha expressao

de proteinas em sete das nove bactérias estudadas.

- Foi possivel observar diferencas na expressao de proteinas com atividade
peroxidasica na maioria das bactérias com as excecbOes de H. frisingense e P.

putida.
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