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APRESENTACAO

A obra “Dindmica das Doencas Infecciosas” que aqui temos o privilégio de
apresentar, compde — se inicialmente de dois volumes.

Na medicina sabemos que uma doenca infecciosa ou transmissivel é uma
doenca ou disturbio de fungbes orgénicas, causada por um agente infeccioso ou
suas toxinas através da transmissao desse agente ou seus produtos por meio de
hospedeiro intermediario vegetal ou animal, por meio de um vetor, ou do meio
inanimado.

Deste modo, podemos dizer que a obra que vocé possui agora em maos,
essencialmente trata de qualquer doenca causada por um agente patogénico, os
quais podemos incluir prions, virus, rickettsias, bactérias, fungos, e parasitas. Cada
vez mais a evolugao biotecnolégica tem nos permitido conhecer mais sobre o0s
microrganismos causadores de infeccdes em humanos, e o material apresentado
e elencado aqui nos oferece essa visdo e nos leva a compreender os motivos do
estabelecimento dainfeccéo, das co-infecgdes agregando valor para o discernimento
e compreenséao das doencas infecto-parasitarias. Adisponibilizacéo destes trabalhos
nos favorece conhecimento e ao mesmo tempo evidencia a importancia de uma
comunicacao cientifica sélida.

Esse primeiro volume compreende capitulos bem elaborados e desenvolvidos
por profissionais de diversas regides do pais com diferentes linhas de pesquisa
no campo das doencgas infecciosas demonstrando a dindmica das doencgas tais
como a leptospirose, a meningite, o virus da dengue, a hepatite C, a malaria, a
Biotecnologia, Leishmania, toxoplasmose, Mycobacterium leprae, vigilancia
epidemiolbgica, choque séptico, microRNAs, biogénese, febre amarela, hepatite
B, enterobacteriaceae, resisténcia, antibiotico, doenca de Chagas, meningite, zika
virus, Mycobacterium avium dentre outras diversas observagbes a dindmica das
doencas infecciosas.

Portanto, a obra “Dindmica das Doencgas Infecciosas — volume 2” pretende
apresentar ao leitor uma teoria bem fundamentada desenvolvida em diversas partes
do territorio nacional de maneira concisa e didatica. Entendemos que a divulgacéao
cientifica € fundamental para o desenvolvimento e avanco da pesquisa basica
em nosso pais, por isso destacamos também a estrutura da Atena Editora capaz
de oferecer uma plataforma consolidada e confidvel para estes pesquisadores
divulguem seus resultados.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: Ao longo do tempo os mosquitos tém ocupado uma posigcdo como vetores
de doencas, e na Amazoénia se destaca o Anopheles darlingi, o principal vetor da
maléria na regido. No processo adaptativo dos anofelinos, um mecanismo de defesa
muito importante foi desenvolvido, conhecido como Matriz Peritr6fica (MP). Nas
fémeas esta estrutura reveste o intestino médio do trato digestivo, formado ap6s o
repasto sanguineo e sua principal funcdo é a protecéo, facilitando a digestao, além
da protecdo quimica e infeccdo por virus e parasitos. O objetivo deste trabalho foi
observar o processo de alimentacdo com sangue em Anopheles darlingi, analisando
as diferencas no processo da dinamica de formacao da matriz peritréfica. Fémeas do
mosquito de 3 a 5 dias de idade foram alimentadas com sangue e dissecadas para
e obtencdo da matriz peritréfica nos intervalos de 12, 18, 24, 30, 36 e 48 horas. Os
mosquitos foram alimentados com sangue em um alimentador artificial com membrana
parafilm. O numero total de fémeas A. darlingi alimentadas foi de 260 espécimes, no
qual 198 foram dissecadas e obteve-se 82 com a formag¢ao da MP bem compactada
envolvendo o bolo alimentar. Nos intervalos entre 12 a 24 horas, a MP de Anopheles
darlingi, pode ser vista bem compactada envolvendo o bolo alimentar.
PALAVRAS-CHAVE: Malaria, Anopheles, mecanismo de defesa.

ANALYSIS OF THE FORMATION PATTERN OF THE PERITROPHIC MATRIX OF
THE MALARIA VECTOR ANOPHELES DARLINGIWITH BLOOD FEEDING IN
LABORATORY CODITIONS

ABSTRACT: Over time, mosquitoes have occupied a position as disease vectors,
and in the Amazon, Anopheles darlingi is the main malaria vector in the region. In
the adaptive process of the anophelines, a very important defense mechanism was
developed, known as Peritrophic Matrix (PM). In females, this structure lines the midgut
of the digestive tract, formed after the blood meal and its main function is protection,
facilitating digestion, in addition to chemical protection and infection by viruses and
parasites. The aim of this work was to observe the blood feeding process in A. darlingi,
analyzing the differences in the process of formation dynamics of the peritrophic matrix.
Female mosquitoes from 3 to 5 days old were fed with blood and dissected to obtain
the peritrophic matrix at intervals of 12, 18, 24, 30, 36 and 48 hours. The mosquitoes
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were fed with whole blood in an artificial feeder with parafilm membrane. The total
number of A. darlingi females fed was 260 specimens, of which 198 were dissected
and 82 were obtained with the formation of well-compacted PM involving the bolus. In
the intervals between 12 to 24 hours, the PM of A. darlingi can be seen well compacted
involving the bolus.

KEYWORDS: Malaria, anopheline, defense mechanism.

11 INTRODUCAO

Os mosquitos tém ocupado uma posicdo de importancia relevante no que
se refere as doencas de transmissao vetorial. Considerando a saude humana, a
proliferacédo de insetos vetores potencializa a transmissdo de doencgas, gerando
impactos econdmicos e de saude publica. Segundo dados da Organizacédo Mundial
de Saude, estima-se que 228 milhdes de casos ocorreram em 2018, nos paises
endémicos (WHO 2019).

O principal vetor da malaria no Brasil € o Anopheles darlingi, em virtude de
caracteristicas bioecologicas que favorecem a transmissao da doenca, em diversos
locais da regido Amazobnica. O A. darlingi € altamente antropdfilo, endofilico e
apresenta taxas de sobrevivéncia maiores que de outros anofelinos (TADEI et al.,
1998; FORATINNI, 2002; KISZEWSKI et al., 2004).

Segundo Tadei & Thatcher (2000), os seguintes fatores favorecem para que o
A. darlingi seja o principal vetor dessa doenc¢a na regido amazdnica: |) a capacidade
de adaptacao neste ambiente; Il) o habito alimentar, tanto na condi¢ao de endofagia,
como de exofagia; e lll) acentuada antropofilia, com atividade ciclica continua
durante toda a noite, com um pico de atividade no entardecer e outro no amanhecer.

As alteracbes no meio ambiente, assim como o desmatamento da floresta
para as atividades agricolas, a construcdo de habitacbes precarias nas areas
de novos assentamentos, leva o homem a exposicdo ao vetor. Além disso, a
transformacao das areas desmatadas em pastagens, assim como o0s garimpos de
ouro e de outros minerais, sédo atividades que proporciona o aumento da densidade
dos vetores da malaria em areas especificas (DEANE, 1986; TADEI et al., 1988;
1998; MARQUES et al., 1994; SOUZA-SANTOS, 2002; TADEI et al., 2017). Outro
fator relevante desta ordem é a construgcao de tanques de piscicultura, os quais se
torna no habitat favoravel a proliferacdo do A. darlingi € a espécie que mostra um
processo adaptativos elevados a esses ambientes tornando abundante na regiéao
em diversas localidades da regiao amazénica (FERREIRA et al., 2015; TADEI et al.,
2017; ARCOS et al., 2018).

Uma particularidade do A. darlingi é sua capacidade de se infectar com
diferentes espécies de plasmddios, sendo analisada por meio de estudos
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entomolégicos, dissecacao e analise das glandulas salivares e do trato digestivo
desses mosquitos, que registraram a infeccao pelas trés espécies de Plasmodium
que causam a malaria humana no Brasil: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax
e Plasmodium malariae (DEANE, 1986; CONSOLI E LOURENCO-DE-OLIVEIRA
1998; TADEI & DUTARY-THATCHER, 2000; TADEI et al, 2017).

No processo adaptativo dos anofelinos, um mecanismo de defesa muito
importante foi desenvolvido e que também ocorre na maioria dos insetos, foi a
formacao da Matriz Peritréfica (MP). Nas fémeas esta estrutura reveste o intestino
médio do trato digestivo, com sua formacao, logo apds a alimentacdao sanguinea,
quando ocorre a distensdo e aumento do intestino médio do A. darlingi. A maioria
das substancias aproveitadas pelo inseto da-se no meséntero, uma vez que as
paredes dessa regiao nao sao revestidas de quitina (TERRA, 1990; MOSKALYK et
al., 1996; JACOBS-LORENA & 00,1998; ABRAHAM & JACOBS-LORENA, 2004;
SMITH et al., 2014).

Considerando a complexa interacdo das principais funcdes da matriz
peritrofica pode-se destacar a protecéo contra a abrasao, nas paredes do intestino,
facilitando a digestao, além da protecéo quimica contra possiveis agentes téxicos e
também a protecao contra a infecg¢ao por virus e parasitos. Outro aspecto relevante
€ que o plasmodio, para iniciar o ciclo esporogdnico no mosquito, precisa atravessar
a matriz peritréfica, um ponto estratégico para que o parasito complete o seu ciclo
de desenvolvimento no mosquito. Desta forma, esta etapa do processo pode se
constituir em uma fase relevante no mecanismo de controle da transmisséo da
doenca (HEGEDUS et al., 2009; RIOS-VELASQUEZ et al., 2013; PIMENTA et al.,
2015).

Esta estrutura possui poros que permitem o livre fluxo de moléculas pequenas,
mas restringem o acesso de moléculas grandes, bactérias e particulas alimentares,
impedindo assim o contato do bolo alimentar com as células do meséntero
(GULLAN & CRANSTON, 2007). Segundo Lehane (1997), Wang e Granados (2001)
e Abraham e Jacobs-Lorena (2004), séo trés as principais funcdes atribuidas a MP:
prevenir ou reduzir a invaséo de patégenos, que ultrapassam a armadura cibarial;
modular a digestdo do sangue ap0Os o repasto; proteger as células epiteliais de
danos mecanicos e quimicos.

AMP é uma membrana semipermeavel, constituida por uma mistura de quitina,
proteinas, glicoproteinas e proteoglicanos, que recobre todo o epitélio (LEHANE,
1997). A modificacdo do epitélio do intestino médio (meséntero) e a formacédo da
MP, ap6s uma alimentacdo sanguinea, provoca mundang¢as das moléculas de
proteinas relacionadas a imunidade inata, citoesqueleto, enzimas do metabolismo,
expressao génica, digestdo e degradacado da hemoglobina. (OKUDA et al., 2005,
DEVENPORT et al., 2005, CAZARES-RAGA et al., 2014).

El
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De acordo com Okuda et al (2005), analisando a morfologia e constituicéo
enzimatica do intestino médio de A. darlingi alimentados com sangue, o repasto
sanguineo provoca uma grande distenséo do intestino médio, fazendo com que as
células digestivas e seus nucleos fiquem achatados. Essa informacgé&o so foi possivel
constatar por meio da microscopia eletrénica, no qual observou a morfologia da
Matriz Peritrofica. Diferencas temporais ocorrem a cinética da sintese e secrec¢ao
de protease e formacédo da MP em anofelinos (BAIA-DA-SILVA et al., 2018).

Vérios estudos mostraram que cada espécie de Anopheles tem um periodo de
tempo em que o sangue € digerido e os parasitas completam seu desenvolvimento
para o oocisto, antes de serem destruidos pelas enzimas digestivas (OKUDA, 2005;
BAIA-DA-SILVA et al., 2018). Neste trabalho descrevemos a analise do processo
de formacao da MP em Anopheles darlingi em diferentes intervalos de tempo com

alimentacéo sanguinea, em condi¢gdes controladas de laboratoério.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta dos Mosquitos

Os mosquitos fémeas adultos foram capturados no primeiro semestre de
2017, na regiao peri-urbana da zona Leste de Manaus, no intra e peridomicilio, por
meio da técnica de captura manual, em dois pontos - Sitio Raifran e Cristo Vive e
transportados para o insetario do Laboratorio de Malaria e Dengue do INPA para
oviposi¢ao, com autorizacao do SISBIO — processo 21264-5, validade de 08/2013 a
08/2020.

2.2 Oviposicao de Anopheles darlingi

Apds a coleta as fémeas foram colocadas em copos de 500 mL, vedado
com uma malha fina e elastico para o repasto sanguineo. A alimentag¢do sanguinea
foi realizada utilizando um hamster (Mesocricetus auratus) anestesiado com 0,1
mL de cloridrato dexilazina a 2% e 0,3 mL de cloridrato de S(+) cetamina via
intramuscular (Aprovado CEUA/INPA026/2017). Ap6s o hamster ter sido anestesiado
completamente, o animal foi colocado sobre o copo parafinado, com o ventre em
contato com a malha, por onde as fémeas de Anopheles darlingi se alimentaram.
O hamster permaneceu nesta posicao durante 30 minutos, tempo suficiente para
ocorrer 0 repasto sanguineo e depois foram transferidos para copos individuais,
para desova.

2.3 Montagem das desovas
Em seguida as fémeas foram individualizadas para postura em copos
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plasticos de 100mL, contendo algoddo umido no fundo recoberto com papel de
filtro. Durante as desovas, as fémeas depositavam o0s ovos sobre o papel de filtro
umedecido com agua, que posteriormente foram mantidas em camera Umida, em
uma caixa de isopor (Figura 1). No terceiro dia ap6s a montagem das desovas, as
caixas sao abertas, e cada copo que teve postura dos ovos foram identificados com
o auxilio das chaves dicotdmicas especializadas, propostas por COVA-GARCIA e
SUTIL (1977).

Ovos provenientes da postura das fémeas foram colocadas em bacias
retangulares (24 x 18 x 6 cm), forradas com papel-filtro nas laterais internas, mantidos
por 4 a 5 dias apds o inicio da postura, evitando colocar um numero excessivo de
ovos por bacia, utilizando-se o procedimento-padréao do laboratério (Figura 2).

|
|

Figura 1. Desovas mantidas em camara Figura 2. Bacia com desovas de A.
umida. darlingi.

2.4 Acompanhamento dos instares larvais

Apds a ecloséo, as larvas foram colocadas em recipientes plasticos com
agua e alimentadas com racéao triturada (Tetramin® e Racdo para roedores —
Teklab Global 18%), na proporc¢do 1:1 até a emergéncia dos adultos. Essa racéo
foi padronizada no Laboratério de Malaria e Dengue do INPA e as larvas foram
mantidas em insetario com temperatura de 28°C + 2°C e umidade relativa entre
80 + 2%. As bacias eram limpas e adicionado agua limpa para repor o volume. A
medida que as larvas chegavam ao quarto instar L4, eram transferidas para bacias
redondas de plastico (14x19x5), nesta fase elas se alimentam menos até a fase de
pupa.

No segundo dia da emergéncia dos mosquitos, estes foram transferidos para
copo de alimentacao, deixando somente as fémeas, onde foram mantidas em BOD
até o momento da alimentagdo sanguinea.
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2.5 Formacao da MP com alimentacao artificial

Na utilizagcao do sangue para este procedimento, obtivemos a aprovacao do
Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos da Universidade Federal
doAmazonas - CAAE: 66467417.6.0000.5020. Na alimentacao foram usadas fémeas
de mosquitos de trés a cinco dias de idade da geracédo F1, que permaneceram 12h
sem alimento de 4gua agucarada a 10%, para estimular o repasto sanguineo.

No procedimento da inducéao da formacéo da MP, foram usados alimentadores
de vidro compostos por uma cavidade central tubular, fechada na parte inferior por
uma membrana através da qual os mosquitos se alimentaram. Ao redor desse tubo
encontra-se uma camara conectada por mangueiras a um banho maria que permite
acirculacao de dgua a 39°C, para manter o sangue aquecido (Figura 3) (MOSKALYK
et al., 1996; DINGLASAN et al., 2009; RIOS-VELASQUEZ et al., 2013).

Figura 3. Alimentacéo artificial.

Apbés a alimentacédo artificial, as fémeas que apresentaram distensdo
abdominal (que fizeram o repasto sanguineo), foram separadas em novos copos e
transportadas para a BOD, na temperatura de 27°C e umidade de 80% (SIMOES,
2010). Nos copos foram colocados algoddées embebidos com agua agucarada, até o
momento de dissecar os espécimes, obedecendo os intervalos de dissecagao: 12h,
18h, 24h, 30h, 36h e 48h.

2.6 Dissecacao e preparo das imagens

No desenvolvimento desse topico foram separadas cinco femeas por copo e
levadas ao freezer —20°C, para anestesiar/adormecer por 3 a 5 minutos. Apoés isto,
foram retiradas as asas e pernas das mesmas, com auxilio de pincas, estiletes e
do estereomicroscopio. Em seguida, foi adicionada em placa escavada 1 gota de
PBS 10X, pH 7.2 e, com 0 uso da pinga, foi possivel transferir o mosquito para

0 poco da placa. Em estereomicroscopio, foi removido com um estilete, o ultimo
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segmento abdominal posterior para liberar o intestino inteiro, fazendo uma inciséo
do exoesqueleto ventral do térax, para expor o intestino médio. Usando um segundo
estilete, foi puxado no 4pice do abdémen, até o intestino e tubulos de malpighi,
também ficaram totalmente expostos. As imagens dos intestinos inteiros com a MP
foram fotografados por meio de caméra - modelo Zeiss ICc 1, acoplada em um
estereomicroscépio Zeiss 2000C.

Cabeca [ torax / abdome

Bolo alimentar

Intestino

Figura 4. Preparo da fémea alimentada para dissecacdo. A. Fémea apds alimentacdo; B. Sem
asas e pernas (cabeca, torax e abdome); C. Retirada do intestino

2.7 Analise dos dados

Foi quantificado o total de fémeas na qual foi observada a formacédo da
matriz peritrofica, segundo os intervalos de tempo (h) acima mencionados. Foi
registrado também o intervalo (h) que teve inicio a degradag¢ao da matriz peritrofica
anteriormente formada. Os dados obtidos foram submetidos a analise de regresséao
linear para avaliar a possivel relacéo entre tempo (h) x formag¢ao da matriz e tempo
(h) x degradacao da matriz, por meio do software BioEstat 5.0.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados de densidade de A. darlingi foram elevados nas duas localidades
de coleta. Desta forma dos espécimes obtidos da oviposi¢ao, foram utilizadas 260
fémeas da geracdo F1 na alimentacéo sanguinea e dissecadas 198, para analisar
a formacéo e a degradacao da matriz peritrofica.

Segundo Lehane (1997), o intestino médio dos mosquitos é o local da digestao
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e absorcao do sangue, sendo que o tempo necessario para os mosquitos do género
Anopheles, Aedes e Culex o processo digestivo do sangue pode variar entre 60 e
70 horas. Este processo pode ser influenciado pela temperatura do ambiente, o tipo
e a quantidade de sangue ingerida, entre outros fatores.

Em A. darlingi foi observada a formacao da MP no periodo de 18 a 24h, apés
alimentacé&o. A ingestao intensa pelo mosquito na alimentac&o provoca a formacéao
de um volume na parte interna do intestino médio, o que induz a formagéo da MP.

Nos intervalos de dissecacao foram observadas a cinética de formacao da MP,
considerando que em 12 horas o bolo alimentar, comeca a ser envolvido por uma
fina membrana; em 18 horas a MP fica mais espessa envolvendo o alimento, em
24 horas o bolo alimentar é envolvido por uma camada mais grossa; ap0s 24 horas
essa camada vai se degradando (Figuras 5 a 10).

Okuda et al. (2005) descreveram para outros anofelinos, que a distensdo do
intestino provoca a secrecdo de granulos armazenados nas células digestivas.
Esses granulos contém precursores da MP e enzimas digestivas (DEVENPORT
et al., 2004). Essas alteragcdes morfolégicas podem se associar as células, para
sintetizar essas enzimas digestivas.

EpitélioIntestino

/

Epitélio
Intestino

'l*ul
MP sV

Figura 5. Disseccao 12h. Figura 6. Disseccao 18h.

Tabulos malpighi

Epitélio Intestino

Figura 7. Intestino envolvendo Figura 8. Intestino médio dissecado com
0 bolo alimentar — 24h. exposicdo da matriz peritrofica - 24h.
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 Tabulos malpighi

mp W ) _
Figura 9. Disseccao 36h. Figura 10. Disseccéao 48h.

Na figura 10 constam, os horarios de dissecagao: 6h, 12h, 18h, 24h, 30h, 36h
e 48h. Desta forma, na coluna azul estao representadas as 198 fémeas dissecadas.
A coluna vermelha retrata-se a formacdo da MP com 82 fémeas, e o inicio da
formacéo entre 12 e 24h, envolvendo o bolo alimentar, tornando bem compacta em
24 horas. A degradacao da MP, coluna verde, comecou a ser observada entre 30h
até 48h, apo6s a alimentacéo.
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Figura 10. Niumero de mosquitos dissecados em intervalos de horas
Legenda: @ Fémeas alimentadas.

Segundo Céazares-Raga et al. (2014), analisando a formacdo da matriz
peritréfica em A. albimanus, constataram que o inicio deste processo foi a partir
de 6h apés a alimentacdo sanguinea. No entanto para A. darlingi diferentemente
do observado neste estudo, onde so foi possivel analisar a formacgao no intervalo
entre 12h a 24h, ap6s a alimentacdo sanguinea. Os dados obtidos neste estudo
assemelham-se ao resultado de Okuda et al. (2005), considerando o intervalo de
formacgao da matriz.
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De acordo com os resultados obtidos a partir da analise de regresséo nao
foi observado relacéo entre tempo e formacado da matriz peritréfica (r2=0.06) num
intervalo de 48h. Porém, foi observado correlagao positiva entre tempo e degradagao
da matriz peritréfica (r2=0.6), ou seja, quando maior o intervalo para dissec¢ao maior

sera a quantidade de fémeas com matriz peritréfica em fase de degradacéao.

41 CONCLUSAO

Os dados obtidos nesse trabalho constataram que o tempo de formacédo da
matriz peritréfica em A. darlingi, ocorre entre 12 e 24 horas apdés alimentacdo. Desta
forma verifica-se que existem diferencas na dindmica de formacéo da MP, entre
as espécies de anofelinos, cujos dados necessitam de observagdes considerando
intervalos menores relativos a cada espécie isoladamente.
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