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Resumo

O uso de inseticidas neurotoxicos contra o mosquito Aedes aegypti ainda é um
componente importante nos programas de controle de dengue. No Brasil,
organofosforados (OP) e piretroéides (Pl) sdo usados para o controle de larvas e
adultos de A. aegypti, respectivamente, desde 1967 e 2000. O uso frequente
destes produtos selecionou populacbes resistentes do vetor, e motivou o
Ministério da Saude (MS) a coordenar, desde 1999, uma rede nacional de
monitoramento da resisténcia de A. aegypti (MoReNAa), da qual nosso
laboratério participa desde o inicio. A resisténcia € principalmente derivada de
fatores metabdlicos (enzimas que detoxificam o inseticida) ou de mutagdes nos
sitios-alvo dos inseticidas, no Sistema Nervoso Central. Bioensaios com larvas
revelaram a resisténcia de varias populagcdes ao OP temephos, larvicida
empregado ha mais de 40 anos no pais. A Rede MoReNAa conta também com
bioensaios para adultos, com testes moleculares para avaliagao de alteracao
no alvo de PI, o canal de sddio regulado por voltagem (AaNa,) e com ensaios
bioquimicos para quantificacdo, em mosquitos adultos, da atividade enzimatica
de Glutationa S-Transferases (GST), Esterases e Oxidases de Fungao Mista
(MFO) (relacionadas a resisténcia metabdlica), e de Acetilcolinesterase (Ace)
(alvo de OP e carbamatos - CB). Além de serem usadas classes distintas de
inseticidas contra larvas e adultos, as aplicagdes sado feitas de maneira
diferenciada: em 4-6 ciclos anuais sobre as larvas, e apenas em situagdes de
emergéncia sobre os mosquitos adultos - procedimento que tem o potencial de
elicitar mecanismos (e intensidades) de resisténcia diferentes. Além disso,
bioensaios para quantificagdo da resisténcia a OP sao feitos com larvas,
enquanto os ensaios bioquimicos estavam disponiveis apenas para mosquitos
adultos. Estes foram os principais motivos para adaptar, no ambito desta
dissertacao, ensaios bioquimicos para o estagio larvar do vetor. Em relagao ao
ensaio da Ace, que conta com duas reagdes, uma na presencga € a outra na
auséncia do CB propoxur verificamos, por meio de curvas do tipo dose-
resposta, diferencas entre larvas e adultos. Além disto identificamos, em
algumas populagdes do vetor resistentes a OP, alteracées na atividade total
desta enzima. Uma vez que algumas destas enzimas participam também de
processos endogenos, que ocorrem naturalmente nos insetos, quantificamos
sua atividade ao longo do desenvolvimento da cepa referéncia de
suscetibilidade, Rockefeller, e de duas popula¢gdes de campo. Nestes ensaios
foram observadas quatro grandes “categorias” de perfis de atividade
enzimatica: 1) maiores atividades no estagio adulto (AChE); 2) maiores
atividades no estagio larval (Esterases “a-EST” e “B-EST"); 3) atividades que
aumentam no decorrer de cada estagio avaliado (MFO) e 4) atividades que tendem
a aumentar no estagio larvar e a diminuir nos primeiros dias de vida adulta
(DVA) (Esterase “oNPA” e GST). Posteriormente, ensaios bioquimicos com
larvas e adultos de populagdes de campo revelaram alteracbes de Ace e
Esterases preferencialmente no estagio larvar, alteragdes de GST mais
restritas ao estagio adulto, e alteragdo de MFO nos dois estagios do vetor.
Estes ensaios possibilitam conhecer com detalhe os mecanismos de
resisténcia em diferentes populagbes do vetor e podem contribuir com a
definicdo de estratégias racionais para o controle de A. aegypti.



Abstract

The use of neurotoxic insecticides against the mosquito Aedes aegypti is still an
important component in dengue control programs. In Brazil, organophosphates
(OP) and pyrethroids (Pl) are used for the control of A. aegypti larvae and
adults since, respectively, 1967 and 2000. The frequent use of these products
has selected resistant vector populations, and prompted the Ministry of Health
(MS) to start the coordination, in 1999, of an Aedes aegypti insecticide
resistance monitoring network (MoReNAa); our laboratory participates in the
network since its beginning. Resistance is mainly derived from metabolic factors
(enzymes detoxifying the insecticides) or from mutations at the target sites of
insecticides (in the Central Nervous System). Bioassays with larvae disclosed
resistance of various populations to the OP temephos, larvicide employed for
over 40 years in the country. MoReNAa network also performs bioassays with
adults, molecular tests to assess substitution at the Pl target site, the voltage
regulated sodium channel (AaNA,), and biochemical assays that quantify, in
adult mosquitoes, the activity of Glutathione S-Transferases (GST), Esterases
and Mixed Function Oxidases (MFO) (related to metabolic resistance), and of
Acetylcholinesterase (Ace) (target of OP and carbamates - CB). Besides using
different insecticide classes against larvae and adults, the treatment are
performed differently: in 4-6 times per year for larvae and only in emergency
situations in the case of adult mosquitoes — a procedure that has the potential to
elicit different mechanisms (and intensities) of resistance. Furthermore,
bioassays for quantification of resistance to OP are made with larvae, while
biochemical assays were available only for adult mosquitoes. These were the
main reasons to adapt, in the context of this dissertation, biochemical assays for
the larval stage of the vector. Considering the Ace test, consisting of two
reactions, in the presence or in the absence of the CB propoxur, we identified -
through the use of inhibition curves - differences between larvae and adults. We
also detected, in some OP resistant vector populations, changes in the total
activity of this enzyme. Since some of the enzymes of metabolic resistance are
also involved in endogenous processes, that occur naturally in insects, we
quantified their activity during the development of the reference strain of
susceptibility, Rockefeller, and of two field populations. In these experiments we
observed four major "categories " of enzyme activity profiles: 1) higher activity in
the adult stage (AChE); 2) higher activity in the larval stage (“a-EST” and “B-
EST” Esterases); 3) activities that increase during each stage evaluated (MFO)
and 4) activities tending to increase in the end of the larval stage and to
decrease in the first days of adult life (DVA) (Esterase “oNPA” and GST).
Subsequently, biochemical assays with larvae and adults of field populations
revealed main changes in Ace and Esterases in the larval stage, GST changes
preferably in the adult stage, and MFO alterations on both vector stages. These
assays enable the detailed knowledge of resistance mechanisms of different
vector populations and can contribute to define rational strategies for A. aegypti
control.



1. INTRODUGAO

1.1. Apresentacao da Dissertagcao

Aedes aegypti € um mosquito que vive intimamente relacionado ao
homem. O crescimento urbano desorganizado, sem condigdes adequadas de
saneamento basico, favorece a manutencao dos criadouros e a proliferacéo
deste vetor, que atualmente tem distribuicdo mundial. O A. aegypti é o principal
vetor de dengue, doenca febril aguda que acomete cerca de 50 a 100 milhdes
de individuos por ano no mundo. Devido a falta de vacinas e de drogas
antivirais eficazes, seu controle é feito principalmente por meio de estratégias
que visam diminuir a densidade do vetor. Nesse sentido, s&do usados
inseticidas quimicos sobre os mosquitos adultos, em aplicacbes espaciais, e
sobre os criadouros larvais. Entretanto, a exposi¢cao de populagdes de insetos
a um mesmo composto inseticida, por muito tempo, pode resultar em selegao
de individuos resistentes. E o que tem acontecido com varias populacdes
brasileiras do vetor, hoje resistentes aos inseticidas OP e PI. Por isso, além da
necessidade de dispor de compostos alternativos para o controle do A. aegypti,
€ também preciso conhecer os mecanismos de resisténcia presentes nas
populagdes do vetor, para definir estratégias racionais de controle.

Esta dissertacdo esta organizada como segue: na Introdugdo seréo
apresentadas as principais classes de inseticidas usadas no controle do A.
aegypti no Brasil, assim como os potenciais mecanismos de resisténcia a
inseticidas. Depois dos Objetivos, segue-se a se¢ao de Materiais e Métodos
onde apresentamos, entre outros, uma nova metodologia, para avaliagdo dos
mecanismos de resisténcia em larvas individuais. A se¢cao de Resultados esta
dividida em quatro capitulos que contém, na sequéncia: algumas investigacdes
que viabilizaram a adaptagdo dos ensaios bioquimicos para larvas do vetor;
alguns estudos sobre o ensaio da Acetilcolinesterase; a dinamica de atividade
das enzimas envolvidas com a resisténcia a inseticidas ao longo do ciclo de vida

do A. aegypti e; por fim, a avaliagdo dos mecanismos de resisténcia em



populagdes naturais do vetor. Em cada capitulo foram feitas consideracdes
sobre os resultados especificos obtidos. Segue-se uma discussao geral, onde

procuramos contextualizar todo o trabalho desenvolvido durante o periodo.

1.2. A Dengue

Dengue, ou febre do dengue, € a mais comum e disseminada
infeccdo causada por arbovirus no mundo. E transmitida pela picada de
mosquitos do género Aedes. O mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) € o
seu vetor primario, e 0 mosquito Aedes albopictus (Skuse, 1894) é considerado
vetor de importancia secundaria na Asia (Braga e Valle 2007a, Ranson et al.
2009). A dengue é hoje endémica em mais de 100 paises, localizados nas
regides tropicais e subtropicais (Figura 1.1), predominando em areas urbanas e
suburbanas (OMS 2009a). Estima-se que 2,5 bilhdes de pessoas estejam
atualmente em areas sob risco de dengue, e que a doencga infecte entre 50 e
100 milhdes de individuos, sendo responsavel por cerca de 500.000
internagdes hospitalares anualmente (Roriz-Cruz et al. 2010). O Brasil € o
responsavel pelo maior numero de casos da doencga notificados anualmente a
OMS, tendo confirmado aproximadamente 3,5 milhdes de casos entre 2000 e
2005 (Roriz-Cruz et al. 2010), o que evidencia uma situagdo bastante
alarmante e preocupante, consequéncia, dentre outros fatores, da falta de

controle efetivo do vetor.



Dengue, countries or areas at risk, 2010

January isotherm

/_\

I: Countries or areas where
dengue has been reported

The contour lines of the January and July isotherms indicate areas at risk, defined by the geographical limits ofthe northem and
southem hemispheres for year-round survival of Aedes aegypti, the principal mosquito vector of dengue viruses.

Figura 1.1: distribuigdo dos casos de dengue notificados em 2010. Figura extraida de http://
gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global_DengueTransmission_ITHRiskMap.png

O agente etioldgico da dengue € um arbovirus de RNA fita simples
positiva do género Flavivirus, pertencente a familia Flaviviridae (San Martin et
al. 2010). Estes virus foram agrupados em quatro sorotipos relacionados, mas
antigenicamente distintos, DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4 (Gubler e Clark
1995, San Martin et al. 2010).

A infeccdo por estes arbovirus também pode levar a febre
hemorragica do dengue e/ou a sindrome do choque do dengue, que sao
formas mais graves e potencialmente fatais da doenca (Braga e Valle 20073,
San Martin et al. 2010). Ainda ndo se sabe ao certo o que leva a infec¢ao a se
manifestar de forma hemorragica. No entanto varios autores apontam como
fatores de risco o sorotipo e cepa do virus envolvido, se a infeccido é
secundaria, assim como a idade, a condicdo do sistema imunologico e a
predisposi¢cao genética do paciente (Gubler e Clark 1995, Gubler 2002).

Até o momento, ndo existem vacinas ou quimioterapicos efetivos
contra a dengue (Ranson et al. 2009, San Martin et al. 2010). Por outro lado, a
destruicdo de criadouros e o0 envolvimento da populagdo, por meio de
divulgacao e esclarecimento sobre o combate a doenga e ao vetor, ndo tém sido
suficientes para impedir a disseminagdo do mosquito A. aegypti. Com isso, 0
combate a dengue é feito através de controle biolégico e principalmente do uso

de inseticidas quimicos, tanto em aplicacbes espaciais quanto no uso de



larvicidas, que tém como objetivo principal a diminuicdo da densidade do vetor
(Braga e Valle 2007a, OMS 2009a, San Martin et al. 2010).

1.3. Vetores da Dengue

O A. aegypti (Diptera: Culicidae) € um mosquito originario da Africa,
mas que vem ampliando seu intervalo geografico. Isso ocorre devido as
mudangas demograficas e ao intenso fluxo migratorio rural-urbano, os quais
geraram um crescimento desordenado nas cidades e auséncia de boas
condigdes de saneamento basico. Como consequéncia, temos a proliferacéo
do vetor (Braga e Valle 2007a, b, Ferreira e Chiaravalloti Neto 2007, Ranson et
al. 2009). Atualmente, sua distribuicdo é considerada mundial (Braga e Valle
2007Db).

O A. aegypti € uma espécie sinantropica (que se beneficia das
modificagdes promovidas pelo homem) de habito diurno (com picos de
atividade nos crepusculos); devido ao elevado grau de endofilia e antropofilia, é
considerado um mosquito agressivo e oportunista (Consoli e Lourenco-de-
Oliveira 1994, Lourengo-de-Oliveira 2004). Vive muito intimamente associado
ao homem (Lourengo-de-Oliveira 2004, Ranson et al. 2009). Seus espécimes
adultos repousam, preferencialmente, dentro das construgdes, e fazem sua
oviposicdo em recipientes com agua encontrados no proprio domicilio ou
peridomicilio, como tanques de armazenamento de agua e vasilhames
temporarios (Christophers 1960, Braga e Valle 2007b). Por isso, acredita-se
que as modificagdes produzidas pelo homem no ambiente favorecem a
proliferacdo destes artrépodes vetores e a transmissao do agente etiolégico
(Consoli e Lourengo-de-Oliveira 1994).

O A. albopictus, originario da Asia, foi introduzido na Europa, Africa e
nas Américas nos ultimos 40 anos. Geralmente, este mosquito é considerado
um vetor de dengue menos eficiente, apesar de estar associado com a
transmissao da doenca em areas rurais e suburbanas do Sudeste Asiatico
(Ranson et al. 2009). Nas Américas, o A. albopictus ainda nao foi incriminado

de maneira consistente como vetor de dengue, embora alguns estudos tenham
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encontrado mosquitos naturalmente infectados (Serufo et al. 1993 apud Braga
e Valle 2007b, Ibafiez-Bernal et al. 1997 apud Braga e Valle 2007b).

1.3.1. Ciclo de vida

O A. aegypti pertence a familia dos culicideos. E um inseto
holometabolo (apresenta metamorfose completa), possuindo um ciclo biolégico
composto por quatro estagios: ovo, quatro instares (ou estadios) larvais, pupa e
imago, ou adulto (Christophers 1960; ver Figura 1.2). As fases larvais séo
aquaticas e se alimentam de matéria organica presente nos criadouros,
enquanto os adultos sao fitéfagos, se alimentando de seiva elaborada. As
fémeas precisam de repasto sanguineo para a maturagdo de seus ovos
(Forattini 1996).

L] 1 2 3 4 5 \‘
N — Y
MILIMETROS i' )

. - -
.‘...‘.'

SEGUNDO ESTADIO
A LARVA,

TERGEIRA ESTADIC
DA LARVA

QUARTO ESTADIO
DA LARVA

Figura 1.2: esquema do ciclo de vida do mosquito A. aegypti. Figura extraida de:
http://joenckinsects.blogspot.com/2009 04 01_archive.html

Caso uma fémea inseminada tenha feito repasto sanguineo
suficiente, depois da maturagdo dos ovos ira procurar por sitios sombreados
para efetuar sua postura (Christophers 1960). Os ovos s&o depositados fora da
agua, nas paredes internas e umidas dos recipientes (geralmente escuros)
onde, apds rapido desenvolvimento embrionario, sdo capazes de se manter

viaveis por longos periodos, mesmo em condi¢des desfavoraveis de
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dessecacdo. Além disso, a agua dos criadouros deve ser limpa, isto €, néo
turva, pobre em matéria organica em decomposicdo e em sais (Consoli e

Lourengo-de-Oliveira 1994).

1.3.2. Regulagao hormonal

Devido a presenca de exoesqueleto rigido, os insetos crescem em
periodos bem definidos. O controle do crescimento e desenvolvimento é feito
por uma seérie de horménios (Rey 2001).

O hormodnio responsavel pelo crescimento e muda € um esterdide
chamado ecdisona (Lourengo-de-Oliveira 2004). Apdés sua secrecao pelas
glandulas protoracicas, a ecdisona é convertida em 20-hidroxiecdisona, sua
forma biologicamente ativa. Esta se liga a receptores nucleares e age como um
fator de transcrigao, induzindo a ativacdo de genes especificos nos periodos
que precedem as ecdises. Dessa maneira, a ecdisona estimula o processo de
muda desencadeando, nas células tegumentares, aumento no numero das
mitocéndrias, do reticulo endoplasmatico, do teor de acidos nucléicos e da
sintese de proteinas (Rey 2001, Iga e Sakurai 2009).

As ecdises larva-larva também sofrem acdo de um terpendide, o
hormonio juvenil, cuja fungcdo € manter o status imaturo (Lourengo-de-Oliveira
2004). No final do ultimo instar larvar, a producdo de hormdnio juvenil cessa,
resultando na diminui¢do gradual de sua concentragao; as larvas, sob agéo da
ecdisona, mudam para pupas que, posteriormente, se transformam em adultos.
Depois deste processo, ecdisona e hormdnio juvenil podem voltar a circulagéo
(Figura 1.3; Rey 2001).
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Figura 1.3: esquema que mostra os niveis de ecdisona (em preto) e hormdnio juvenil (em azul)
nos diferentes estagios do mosquito A. aegypti. Sempre que a ecdisona & produzida e seus
titulos aumentam na hemolinfa, ocorre uma muda. Quando o hormdnio juvenil esta presente
em altas concentragbes, como ocorre em todo o estagio larvar, a muda da origem a uma larva
de outro instar, L,, L3 e L4, consecutivamente. Quando os titulos de horménio juvenil comegam
a declinar, a partir da segunda metade do quarto instar larvar, a muda da origem a uma pupa.
No estagio adulto, ecdisona e horménio juvenil voltam a ser produzidos, pois ambos tém
fungéo na reprodugéo dos mosquitos.

Nas fémeas adultas, tanto a ecdisona quanto o hormonio juvenil tém
papel fundamental na produgdo de vitelogenina e, em consequéncia, na

maturac&o dos ovos (Lourencgo-de-Oliveira 2004, Braga e Valle 2007b).

1.4. Controle de Dengue

Em funcdo da falta de vacinas e de drogas antivirais efetivas contra a
dengue, a diminuicdo da densidade dos mosquitos € a unica opgao disponivel
para a prevengao e controle dessa doencga. Assim sendo, o controle é
idealmente realizado através da remocg¢ao de criadouros larvares e de
campanhas educativas que estimulam a participagcdo ativa da populacgao;
contudo, hoje a aplicagcdo de compostos inseticidas sobre formas larvares e
adultas do vetor ainda € um componente importante das a¢des de controle (MS-
SVS 2009a e b, MS-SVS 2010).

A aplicagao de inseticidas sobre os criadouros larvares geralmente é
feita durante todo o ano, em ciclos que vao depender, dentre outros fatores, do
efeito residual do produto usado. No Brasil o MS recomenda que, em municipios
infestados, sejam feitas visitas domiciliares bimestrais; tratamento focal e/ou
residual, com periodicidade mensal, deve ser feito em pontos considerados

estratégicos, como cemitérios, borracharias, depdsitos de sucata, depdsitos de
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materiais de construgédo, dentre outros (MS-SVS 2009a). Uma vez que o A.
aegypti apresenta preferéncia por ovipor em locais onde haja agua parada e
limpa, e que suas larvas sdo frequentemente encontradas em caixas d'agua e
tambores de armazenamento de agua (em locais com dificuldade de
abastecimento), é necessario que os larvicidas tenham seu uso aprovado em
agua para consumo humano. Atualmente, existem cinco inseticidas, além de um
biolarvicida, recomendados pela OMS para uso em agua potavel. Entretanto,
durante muito tempo s6 um composto inseticida, o OP temephos, era
recomendado (ver se¢éo 1.4.1b) (FAO/OMS 1978, Braga e Valle 2007b).

Por outro lado, a aplicagao de inseticidas sobre os mosquitos adultos
somente tem sido recomendada em casos de surtos epidémicos ou em locais
onde haja grandes infestagbes do vetor, quando ha iminéncia de epidemia, com
0 objetivo de diminuir rapidamente sua densidade em situagdes de emergéncia
(Ranson et al. 2009, MS-SVS 2010).

Para alcangar os mosquitos adultos dispde-se de um método de
pulverizagdo a “ultra baixo volume” (UBV), vulgarmente conhecido no Brasil
como “fumacé”. Contudo, a eficiéncia dessas aplicacbes na reducdo da
transmissao de dengue depende de alguns fatores, como o periodo do dia de
maior atividade do vetor, as condigcbes metereoldgicas e a calibragdo dos
equipamentos, entre outros (MS-SVS 2010). Isto faz com que alguns autores
argumentem que campanhas de educagdo podem contribuir mais efetivamente
para a reducao da densidade do vetor do que o uso de UBV (Esu et al. 2010).
Outros autores sugerem ainda que o uso do “fumacé” pode estar reduzindo o
efeito benéfico dessas campanhas, por causar, na populacdo, uma falsa
sensagao de seguranga, fazendo com que as pessoas reduzam suas atividades
relacionadas com a eliminagdo dos criadouros (Gubler e Clark 1995, Gubler
2002, Ranson et al. 2009, Esu et al. 2010).

1.4.1. Principais inseticidas usados no controle de A. aegypti

As principais classes de inseticidas neurotoxicos usados para
controle de vetores de doengas sdo: organoclorados (OC), organofosforados
(OP), carbamatos (CB) e piretréides (Pl). Recentemente introduziu-se também
0 uso de reguladores do desenvolvimento dos insetos (IGRs do inglés “Insect

Growth Regulators”), e de bioinseticidas, como o Bacillus thuringiensis
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israelensis (Bti) nas campanhas de controle de dengue no Brasil (ver item
1.3.3). Todos os inseticidas neurotoxicos, mas nao os IGRs ou biolarvicidas,
tém como alvo diferentes moléculas do Sistema Nervoso Central (SNC) dos
insetos. E importante frisar que os inseticidas temephos (OP — ver secdo
1.4.1b) e spinosad; os IGRs diflubenzuron, novaluron e piriproxifen; além do
biolarvicida Bti, foram aprovados, pela OMS, para uso em agua potavel, como
€ 0 caso dos principais criadouros larvares do A. aegypti (OMS 2008a, b, c,
Hanson et al. 2009, OMS 2009b, OMS 2010). Na tabela abaixo séo listados os
alvos dos compostos citados; cada grupo de inseticida sera brevemente

apresentado.

Tabela 1.1: sitios de acdo de alguns dos principais compostos inseticidas usados para
controle de vetores de doencgas.
Inseticida Sitio de agdo

Organoclorados (OC) do tipo DDT

. . Canais de sédio (SNC)
Piretréides (PI)

Organoclorados (OC) do tipo Ciclodienos Receptores GABA (SNC)

Organofosforados (OP)

Acetilcolinesterase (SNC)
Carbamatos (CB)

exemplos: interferéncia na sintese de

Reguladores do desenvolvimento dos insetos (IGRs) . . A .
quitina; analogos de hormonio juvenil

Promocao de lise do epitélio do intestino

Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) . .
médio de larvas de mosquitos

SNC: Sistema Nervoso Central.

a) Organoclorados (OC): esta classe pode ser subdividida em
grupos: difenilalifaticos, cujo principal representante é 0
diclorodifeniltricloroetano (DDT); ciclodienos, como aldrin, dieldrin, endosulfan,
dentre outros; os hexaclorocicloexanos (BHC), tendo como principal
representante o lindano; e os policloroterpenos, que tém como representantes
o toxaphene e estrobane (D’Amato et al. 2002, Ware e Whitacre 2004,
Bloomquist 2009). A Figura 1.4 mostra alguns exemplos de estrutura quimica
de OC. Os dois primeiros, difenilalifaticos e ciclodienos, sdo os principais
grupos de OC usados para controle de vetores de doencgas. Em particular o

DDT, uma das substancias sintéticas mais utilizadas e estudadas no século
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XX, foi muito importante para as campanhas de controle de vetores feitas em
meados do século passado, principalmente por apresentar alto efeito residual,
além de capacidade de repeléncia (D’Amato et al. 2002). Devido a sua alta
persisténcia, os OC podem se acumular ao longo das cadeias alimentares, e
em tecidos de organismos expostos, inclusive de pessoas que vivem nas casas
tratadas (OMS 2007). Por isso, desde a década de 1970 os inseticidas OC, de
um modo geral, vém tendo seu uso proibido em diversos paises, inclusive no
Brasil, onde tiveram seu uso descontinuado em 1994 (D’Amato et al. 2002).
Entretanto, a grave situagdo da malaria na Africa, aliada a falta de estudos
conclusivos sobre a alta toxicidade do DDT em seres humanos, e a néo
disponibilidade de alternativas atuais economicamente viaveis naquele
continente, motivaram a OMS a aprovar o uso de DDT, apenas para
pulverizagdo residual de interiores, no controle da malaria na Africa (OMS
2007).

O modo de acdo da maioria dos OC nunca foi claramente
estabelecido, mas sabe-se que, de modo complexo, eles impedem o balango
de ions nos axbnios dos neurbnios, impedindo assim, a transmissido normal
dos impulsos nervosos (Bloomquist 2009). No caso dos OC do tipo DDT e do
tipo BHC, sabe-se que atuam sobre os canais de sddio, fazendo com que sua
conformagdo permanega aberta mesmo apos a passagem de um impulso
nervoso. Os OC ciclodienos, por sua vez, atuam sobre os receptores do
neurotransmissor inibitério acido gama-aminobutirico (GABA), impedindo a
entrada de ions cloro no neurénio. Em todos os casos, sdo gerados impulsos
repetitivos, que levam a contragdo muscular, convulsdes, paralisia e eventual
morte do inseto (D’Amato et al. 2002, Ware e Whitacre 2004).
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Figura 1.4: estrutura quimica de alguns OC.

16



b) Organofosforados (OP): estes compostos variam muito em sua
estrutura e propriedades quimicas (Figura 1.5). Todos os OPs sao ésteres de
acido fosforico que, dependendo dos atomos diretamente ligados ao fésforo
central, podem ser divididos em subclasses. As mais importantes sdo as
subclasses dos fosfatos, que apresentam um oxigénio ligado ao atomo de
fésforo, dos fosforotionatos (ou fosforoditioatos), que apresentam enxofre,
fosforoamidotionatos, que tém um atomo de nitrogénio, e fosfonatos, que tém
um atomo de carbono ligado ao fésforo central da molécula. E importante
ressaltar que os compostos fosforotionatos (como o temephos, fenitrothion,
parathion e chlorpiriphos, por exemplo) e os fosforoditioatos (como o malathion
e dimetoato) precisam passar por uma etapa de bioativagdo, ou seja, séo
administrados na forma de pro-inseticidas. Neste caso, ocorre uma reacao de
oxidagao por intermédio das Oxidases de Fung¢ao Multipla (MFO, ver item 1.8),
que substitui o atomo de enxofre por um oxigénio; o metabdlito gerado, um
analogo oxon, possui toxicidade maior que o composto original (Fukuto 1990,
Ware e Whitacre 2004, Bloomquist 2009).

Os compostos OP atuam sobre o sitio catalitico das enzimas
Acetilcolinesterases (Ace), ligando-se de forma estavel, considerada
irreversivel, e impedindo que estas degradem o neurotransmissor excitatorio
Acetilcolina; com isto, o impulso nervoso € transmitido continuamente,
provocando rapidas contracbes musculares, paralisia e a morte do inseto
(Ware e Whitacre 2004, Bloomquist 2009).

[
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Figura 1.5: exemplos de inseticida OP: um fosforotionato e um fosforoditioato.

c) Carbamatos (CB). estes compostos s&o ésteres de acido
carbamico. Como exemplos, temos o carbaril, carbofuran, propoxur, dentre

outros (Figura 1.6). O carbaril, por exemplo, apresenta toxicidade muito baixa
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aos mamiferos (por ser mais prontamente detoxificado que nos insetos), além
de ser efetivo contra muitas espécies de insetos (Ware e Whitacre 2004). Estes
sao compostos relativamente instaveis, rapidamente degradados no meio
ambiente (Cecchine et al. 2000). Os CB estao entre os grupos de inseticidas de
maior uso doméstico, seja para aplicagdo em interiores ou em jardins e
gramados (Cecchine et al. 2000).

Assim como os OP, os CB atuam sobre as Ace. Nesse sentido, a
inibigdo promovida também gera acumulo de Acetilcolina nas sinapses, o que,
por sua vez, ira ocasionar transmissdes repetitivas dos impulsos nervosos,
levando aos mesmos sintomas gerados por OP. Ao contrario dos OP, no

entanto, a ligacao de CB a Ace é reversivel.

o
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Figura 1.6: estrutura quimica de alguns CB.

d) Piretrdides: estes sao tipicamente ésteres de acido crisantémico
(Figura 1.7); apresentam elevado grau de lipofilicidade (Bloomquist 2009).
Estes compostos podem ser divididos em dois grupos: um que possui alto
efeito “Knockdown” nos insetos (paralisia momentanea) e baixa toxicidade,
como alletrina, pralletrina, metoflutrina, dentre outros, e um outro grupo que
possui alta toxicidade, como por exemplo, permetrina, deltametrina e
cipermetrina (Kawada et al. 2009). Em geral, compostos do primeiro grupo séo
pouco estaveis no meio ambiente. Os Pl apresentam toxicidade muito baixa
para mamiferos (Plimmer 2001). Esta é a unica classe recomendada pela OMS
para uso em mosquiteiros (principalmente no controle da malaria): produzem
tambeém efeito de repeléncia e irritdncia (OMS 1999b).

O mecanismo de acao dos Pl € o mesmo dos OC do tipo DDT.
Atuam sobre os canais de sodio presentes nos axoénios de neurdnios,

impedindo seu fechamento apds a passagem do impulso nervoso. Com isso,
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sdo geradas descargas elétricas continuas, podendo levar a

hiperexcitabilidade, convulsdes, paralisia e morte (Bloomquist 2009).

Aletrina Permetrina
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Figura 1.7: estrutura quimica de alguns PI.

e) Reguladores do Desenvolvimento dos Insetos: este grupo
compreende uma classe de compostos ativos diferente dos outros inseticidas,
que nao ataca o SNC, mas que altera o crescimento e desenvolvimento normal
dos insetos (Belinato 2007). Os IGRs mais utilizados no controle de mosquitos
pertencem ao grupo das benzoil-feniluréias (inibidores da sintese de quitina) ou
sdo analogos de horménio juvenil (JHA do inglés “Juvenile Hormone
Analogue”) (exemplos na Figura 1.8). A quitina é um polimero de N-
acetilglicosamina, e um dos principais componentes do exoesqueleto dos
artrépodes, ao passo que o hormoénio juvenil (ver secao 1.3.2) € a substancia
que confere o carater imaturo as mudas dos insetos. Uma vez que vertebrados
nao possuem quitina nem hormdnio juvenil, espera-se que estes compostos
ndo sejam prejudiciais aos seres humanos. Nesse sentido, apds varios testes,
a OMS aprovou o uso, em agua para consumo humano, dos inibidores da
sintese de quitina diflubenzuron e novaluron, e dos JHA e piriproxifen (OMS
2008a, b, c). Foi observado que a exposicdo de larvas de A. aegypti a
inibidores da sintese de quitina e a JHA promoveu atraso no desenvolvimento e
comprometeu alguns aspectos da viabilidade e/ou da reprodugéo deste inseto.
Esses resultados apontam o uso dos IGRs em campo como uma alternativa

viavel e promissora (Braga et al. 2005a, Belinato et al. 2009).
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Figura 1.8: exemplos de um JHA e de um inibidor da sintese de quitina.

f) Bacillus thuringiensis israelensis: o0s esporos desta bactéria
possuem cristais que apresentam trés diferentes protoxinas Cry (cristal toxico) e
uma protoxina Cyt (com acédo citolitica e hemolitica). Apds a ingestao pelas
larvas dos mosquitos, os cristais sdo dissolvidos no intestino e as protoxinas
liberadas sofrem acdo das proteases do intestino, gerando toxinas
biologicamente ativas (Polanczyk et al. 2003). Estas toxinas se ligam a
receptores especificos presentes no epitélio de mosquitos e moscas, formando
poros que, posteriormente, induzem sua lise (OMS 1999a). A existéncia de
varias toxinas reduz a possibilidade de desenvolvimento de resisténcia a este
biolarvicida. Essas bactérias podem ser produzidas em massa, estocadas,
transportadas e aplicadas nos criadouros larvais (Regis et al. 2000). Contudo,
este biolarvicida tem sua aplicagao limitada por ser pouco persistente (age por
poucos dias) no ambiente, especialmente em paises tropicais (Braga e Valle
2007c).

1.4.2. Resisténcia a inseticidas

E importante frisar que a exposicéo por longo prazo de populacdes de
vetores ou pragas a um determinado inseticida pode selecionar caracteristicas
que conferem resisténcia a este agente tdoxico (Poupardim et al. 2008).
Conceitualmente, resisténcia é definida como a habilidade de uma linhagem de
um organismo em sobreviver a doses de compostos tdxicos, que seriam letais
para a maioria da populagdo normal susceptivel da mesma espécie (Beaty e
Marquadt 1996). A resisténcia é hereditaria, os inseticidas apenas selecionam
aqueles individuos que sobrevivem a sua exposigao.

Populagdes de mosquitos resistentes a inseticidas sdo uma ameaca

ao sucesso dos programas de controle (Ranson et al. 2009). Idealmente,
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programas racionais de controle de vetores devem estar articulados com o
monitoramento do status de suscetibilidade/resisténcia a inseticidas, para
acompanhar a dindmica da resisténcia nas populacbes e definir alternativas
antes que o uso de determinado produto alcance um limiar que impacte sobre
as agdes de controle em campo (Braga et al. 2004).

Neste contexto, bioensaios detectam e quantificam a resisténcia e
ensaios bioquimicos e moleculares, complementares, permitem identificar,
precocemente nas populacbes, o mecanismo envolvido. Este pode derivar,
principalmente, de maior atividade das enzimas detoxificantes - Oxidases de
funcao multipla (MFO), Esterases e/ou Glutationa S-Transferases (GST) que
caracterizam a chamada resisténcia metabdlica, e/ou de mutagdo no sitio-alvo
do inseticida. A participagdo de algumas enzimas na resisténcia pode ainda ser
sugerida por meio de bioensaios; isto é feito com o uso de inibidores especificos
para cada grupo de enzimas detoxificadoras, convencionalmente chamados de
sinergistas (Perera et al. 2008, Bisset-Lazcano et al. 2009, Marcombe et al.
2009). Outra metodologia, bastante em foco nos ultimos anos, é a técnica de
microarranjo, ou ‘microarray”, como € mais conhecida (Strode et al. 2008,
Marcombe et al. 2009): sdo utilizadas sondas de DNA (com as sequéncias
pertinentes) fixadas sob uma superficie sélida (um “chip”). Esta técnica tem por
objetivo verificar os niveis de expressao de transcritos que possuem sequéncias
complementares no chip. Nesse sentido, foi relatada a produgdo de um chip
contendo 235 sequéncias nucleotidicas de genes que codificam MFO, Esterases
e GST presentes no mosquito A. aegypti, sendo este convencionalmente
chamado de “A. aegypti Detox Chip” (Strode et al. 2008).

1.4.3. Breve relato sobre o controle da dengue no Brasil

No Brasil, em 1998, relatos dos aplicadores de campo sugeriram
diminuicdo da persisténcia (tempo de agao do principio ativo) do OP temephos,
unico inseticida usado no controle de larvas de A. aegypti desde 1967 (Lima et
al. 2003, Braga et al. 2004, Pereira-da-Cunha et al. 2005). Esta suspeita de
resisténcia levou o Ministério da Saude (MS) a instituir, em 1999, a Rede
Nacional de Monitoramento da Resisténcia de A. aegypti a Inseticidas —
MoReNAa, que confirmou, por meio de bioensaios, a disseminacdo de

resisténcia em varias populagcbes do vetor no pais, estimulando a troca da
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estratégia de controle usada. Uma vez que os ensaios bioquimicos, que
identificam os mecanismos envolvidos nas populagdes do vetor, ndo estavam
disponiveis na época, optou-se por aplicar, nas larvas e adultos do vetor,
produtos com mecanismos de acgdo distintos. Com isto esperava-se postergar a
selecdo de individuos resistentes. Em fung¢ao disto, passou-se a usar Pl no
controle dos mosquitos adultos (Braga e Valle 2007c).

Como ja mencionado, no biénio 1999/2000, houve a confirmacao da
resisténcia ao larvicida OP temephos (Macoris et al. 1999, Lima et al. 2003,
Braga e Valle 2007c), o que motivou sua substituicdo, a partir do mesmo ano,
por Bti em areas consideradas criticas (Regis et al. 2000, Braga e Valle 2007c).
Contudo, as formulagdes de Bti existentes ndo eram persistentes em situagao
de campo.

Esta constatacdo apontou para a necessidade de encontrar
alternativas viaveis para a substituicdo do temephos. Braga et al., em 2005,
avaliaram, em laboratério, o efeito do JHA methoprene sobre varias populagdes
de campo, com diferentes niveis de resisténcia ao temephos. Este trabalho
indicou que todas as populacdes do vetor analisadas mostraram-se suscetiveis
a este IGR, apesar de possuirem alteragdo em diferentes enzimas envolvidas
com a resisténcia metabdlica (Braga et al. 2005b). No entanto, o pyriproxifen,
que também €& um JHA, n&o foi bem aceito pelos agentes de campo, uma vez
que seu efeito primario ndo era a indugdo da mortalidade, mas o atraso no
desenvolvimento. Esta situagdo deixou evidente que a introdugdo de um novo
composto no controle em campo deve ser precedida de trabalho de capacitagao
e esclarecimento dos agentes de controle de endemias.

Atualmente, o Brasil esta utilizando, para o controle de larvas nas
areas onde a resisténcia ao OP temephos foi detectada, inibidores da sintese de
quitina. Esta € considerada uma alternativa viavel para o controle do A. aegypti
no Brasil desde a aprovagédo pela OMS para uso destes compostos em agua
potavel (OMS 2008a, b, c). Nesse sentido, a Secretaria de Vigilancia em Saude,
Ministério da Saude (SVS-MS), atualmente disponibiliza o IGR diflubenzuron
para o controle do vetor da dengue nas referidas localidades do pais (MS-SVS
2009c, MS-SVS 2010). Simultaneamente o uso de Pl no controle de adultos
esta sendo substituido por malathion, nos casos em que resisténcia a Pl é
detectada (MS-SVS 2009b e d).
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1.5. Mecanismos de Resisténcia

A resisténcia a inseticidas € o resultado de alguma mutagdo que
pode afetar caracteristicas fisioldgicas ou comportamentais do inseto (Montella
2008). Os principais mecanismos que podem conferir resisténcia a inseticidas
podem ser divididos em quatro categorias:

a) Reducao na penetragdo do inseticida: em geral, os inseticidas
penetram no organismo do inseto rapidamente; entretanto, um espessamento
da cuticula, ou modificagbes de algumas de suas caracteristicas fisico-
quimicas, podem ocasionar uma diminuicdo de permeabilidade, o que leva a
uma reducao da taxa de penetragcdo (Georghiou 1994). Este mecanismo em
geral gera um baixo nivel de resisténcia e frequentemente esta associado a
outros (Braga e Valle 2007 b). Uma das possiveis explicagdes seria a de que
esta taxa mais lenta de absorgdo do inseticida pelo organismo do inseto
resultaria em maior tempo para detoxificacao (Plapp 1976). Nesse sentido, foi
descrita relacdo entre resisténcia a malathion e a DDT com menor taxa de
penetracdo em A. aegypti, dentre outras alteragdes (Plapp 1976).

b) Comportamental: neste caso, o inseto adquire habilidade de evitar
contato com doses letais de inseticida. Compostos do tipo DDT e PI podem
induzir mudancas comportamentais nos insetos como, por exemplo, reducéo
da proporcao de mosquitos que entra nas habitagcdes e mudanga no periodo de
maior atividade dos mosquitos (Hemingway et al. 2004).

Um exemplo de mudanga comportamental foi documentado para
Anopheles darlingi, vetor de malaria na Regido Amazénica, em resposta a
aplicagdo de DDT nas paredes das habitacbes. Este procedimento repeliu
fortemente as populagdes deste vetor que tentavam entrar nas casas a procura
de hospedeiros. Com isso, dois meses apos a aplicagdao do DDT neste estudo,
foi observada a selecdo de fémeas que entravam nas habitagdes, faziam
repasto sanguineo, e depois saiam rapidamente sem repousar nas paredes, ao
contrario do que era habitual antes do uso de DDT pelos programas de controle
(Roberts e Alecrim 1991).

c) Insensibilidade do sitio alvo do inseticida: mutagdes na regiao

codificante dos sitios alvo dos inseticidas podem levar ao comprometimento da
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interagdo entre a molécula inseticida e seu sitio de agéo, reduzindo, ou mesmo
abolindo, seu efeito toxico (Braga e Valle 2007 b, Hemingway e Hanson 2000).

As principais classes de inseticidas neurotoxicos atuam sobre
diferentes moléculas no SNC dos insetos. Inseticidas OP e CB, por exemplo,
atuam sobre a Acetilcolinesterase (Ace), os Pl e OC do tipo DDT atuam sobre
os canais de sodio dependentes de voltagem, e os inseticidas OC do tipo
ciclodienos atuam sobre os receptores de GABA (ver Tabela 1.1).

Uma mutacdo ao acaso que modifique a estrutura tridimensional
destas moléculas pode resultar em insensibilidade aos compostos inseticidas.
No entanto, para que esta mutacdo seja selecionada, a substituicdo de
aminoacido deve reduzir a ligagdo ao inseticida sem causar uma perda da
funcdo primaria destes alvos, ja que estas s&o moléculas vitais para a
transmissao regular dos impulsos nervosos (Hemingway e Hanson 2000). Este

tipo de resisténcia € também chamado de “resisténcia por insensibilidade do

sitio-alvo”.

d) aumento da detoxificagdo do inseticida: quando um xenobidtico
qualquer, seja ele um inseticida ou ndo, entra em contato com um organismo, o
processo de biotransformagdo é disparado (Figura 1.9). Este processo
compreende a transformacgéo enzimatica do xenobidtico em outra substancia,
por meio de alteragées quimicas (Montella 2008). Neste caso, os metabdlitos
formados possuem propriedades diferentes das drogas originais, com
caracteristicas mais hidrofilicas, o que facilita sua excregao pelo organismo

(Oshima-Franco e Franco 2003).
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Metabolismo dos xenobidticos

xenobidtico

MFO
Modificagdo
Fase I quimica
Esterases
GST
Fase IT Conjugagdo
Fase ITI Exportacdo

Excregdo

Figura 1.9: o processo de biotransformagéo. Este pode ocorrer em até trés fases. Na Fase |, da
qual participam Esterases e MFO, ocorre a modificagdo quimica da molécula xenobiédtica; a
enzima GST participa da Fase Il, quando moléculas exdégenas sofrem conjugacao; a Fase lll
corresponde ao carreamento da molécula estranha para fora da célula (Montella 2008).

As reacgdes de biotransformacgdo sao catalisadas por um sistema
multi-enzimatico. As principais superfamilias que participam deste processo
sdo as Esterases, as MFO e as Glutationa S-transferases (GST) (Sheehan et
al. 2001). Neste processo, existem trés diferentes fases: a Fase I, de
modificagdo quimica da molécula exdégena, da qual participam as enzimas
Esterases e MFO; a Fase Il, de conjugagdo, mediada principalmente pelas
GST, e a Fase lll, que consiste de compartimentalizagcdo e/ou excrecdo dos
metabdlitos ndo-téxicos gerados (Frova 2006). Todas essas enzimas agem de
maneira integrada, diminuindo a quantidade e o tempo de permanéncia do
xenobidtico no organismo do inseto (Sheehan et al. 2001). Quando o
xenobidtico € um inseticida, aumento na atividade das enzimas detoxificadoras

pode resultar em resisténcia, comumente chamada de “resisténcia metabdlica”.
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Aumento de atividade das enzimas detoxificadoras pode resultar de
uma série de alteragcdes (Hemingway e Ranson 2000, Hemingway et al. 2004,
Li et al. 2007), que incluem:

1) Amplificagdo génica: aumento do numero de copias de gene que
codifica enzima envolvida no processo, em inseto resistente, em comparacao
com o suscetivel, aumentando a quantidade de enzima produzida (principal
alteragao responsavel por aumento de atividade de Esterases);

2) Expressao génica alterada: decorre de alguma mutagao na regiao
promotora do gene, fazendo com que este seja mais (ou menos) expresso no
inseto resistente. Esta alteracdo também ira acarretar em mudanga na
quantidade da enzima (principal alteragcdo que concorre para aumento de
atividade de GST e MFO);

3) Mudanga estrutural: neste caso especifico, determinada
substituicdo na regiao codificante do gene pode acarretar em aumento na
atividade da enzima detoxificadora, ou em sua afinidade pelo substrato. Neste
caso, ocorre uma mudanga qualitativa na enzima (principal alteragdo que
promove insensibilidade do sitio alvo).

E importante salientar que estas alteracbes das enzimas
detoxificadoras podem levar também a resisténcia a outras substancias, como
por exemplo, aleloquimicos produzidos por plantas, que podem estar presentes
nos criadouros larvares (Li et al. 2007). Por outro lado, as alteragbes acima
descritas podem ser responsaveis por outros mecanismos de resisténcia; este
€ o caso de amplificacdo génica e mudanca estrutural, em Culex, de Ace, sitio
alvo de OP (Labbé et al 20073, b).

Em insetos vetores, alteracdes do sitio alvo e resisténcia metabdlica
a inseticidas sdo o0s mecanismos mais relatados. Nesse sentido, esta
dissertagdo se concentrou no estudo da enzima Acetilcolinesterase, alvo de
OP, classe de inseticidas muito usada no controle de A. aegypti no Brasil, € no
estudo das enzimas envolvidas com a resisténcia metabdlica. Também seréo
apresentados, para varias populagbes avaliadas, alguns resultados obtidos,

relativos ao alvo de PI, o canal de sodio regulado por voltagem.
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1.6. Esterases

Sao enzimas da classe das Hidrolases, que agem sobre ligagdes do
tipo éster. Todos os compostos que contém ligagcdes éster, sejam eles
enddgenos ou exogenos, sao potencialmente suscetiveis a acdo das
Esterases, que catalisam a hidrdlise dessas ligagdes, gerando como produtos

um alcool e um carboxilato (Wheelock et al. 2005; Figura 1.10).

R o
R ]
\f + H‘"“D-J-' Esterase. R LH \f

O‘\n o

Ester carboxilico + &agua alcool + carboxilato

Figura 1.10: reagéo de hidrélise de uma ligacao do tipo éster mediada pelas Esterases, na qual
sado formados um metabdlito alcodlico e um acido carboxilico.

Ha indicios de que as Esterases participem de processos
endoégenos, que ocorrem naturalmente nos insetos, como por exemplo, o
processamento de sinais relacionados com a recepgado de cairomdnios e
feromonios (Oakeshott et al. 2010). Além disso, € bem descrito o papel dessas
enzimas na regulagdo dos titulos de horménio juvenil nos estagios larvar e
pupal dos insetos (Anspaugh e Roe 2005, Anand et al. 2008). Neste ultimo
caso, admite-se a existéncia de Esterases especificas, convencionalmente
chamadas de Esterases de Horménio Juvenil (JHE, do inglés “Juvenile
Hormone Esterase”). No genoma de A. aegypti, 10 sequéncias potenciais de
JHE foram anotadas. Entretanto, apenas trés continham um “dominio”
caracteristico de JHE, e apenas duas apresentaram expressdo em momento
do ciclo de vida compativel com sua funcéo fisiolégica de degradacédo de
horménio juvenil, no final do estagio larvar e no estagio pupal (Bai et al. 2007).

Uma vez que inseticidas OP, CB e PI apresentam ligagdes éster em
sua estrutura quimica, estdo também suscetiveis a hidrolise mediada por

Esterases, podendo este processo resultar em resisténcia.
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1.6.1. Nomenclatura e classificagao

Existem varias tentativas de classificacdo dessas enzimas nos
registros bibliograficos (Montella 2008). A classificacdo das Esterases mais
amplamente empregada é a do NC-IUBMB (do inglés “Nomenclature
Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology”).
De acordo com este Comité, as enzimas sdo designadas por quatro numeros
sequenciais, precedidos pelas letras EC (de “Enzyme Commission number”)
que indicam, na ordem: o tipo de reagdo que catalisam, o grupo quimico
reconhecido e a natureza do substrato; o ultimo numero identifica a enzima. No
caso das Esterases, os dois primeiros numeros definem: EC 3 — Hidrolases,
enzimas que promovem reacao de hidrolise, e, EC 3.1- Esterases, que séo
Hidrolases que atuam sobre ligagdes do tipo éster. As Esterases mais
estudadas nesta dissertacdo pertencem as seguintes classes: EC 3.1.1, que
atuam sobre substratos que possuem um éster carboxilico, como os inseticidas
Pl e CB, e EC 3.1.8, que atuam sobre substratos do tipo fosforotriester, como a
maioria dos inseticidas OP.

No caso das Esterases EC 3.1.1, as mais interessantes, no contexto
da resisténcia a inseticidas, sdo as Carboxilesterases, ou Ali Esterases
(EC 3.1.1.1), que atuam preferencialmente sobre moléculas de cadeia aberta;
as Arilesterases ou Esterases A (EC 3.1.1.2), que apresentam preferéncia por
compostos aromaticos como o fenil acetato; Acetilcolinesterases (EC 3.1.1.7),
que atuam sobre acetilcolina; e  Butirilcolina  Esterases, ou
Pseudocolinesterases (EC 3.1.1.8), que atuam sobre acilcolina (precursora da
Acetilcolina). Ja as Esterases EC 3.1.8 atuam sobre compostos aril
dialquilfosfatos, que possuem um fosforotriester, sendo identificadas como
EC 3.1.8.1 e designadas de Fosfotriesterhidrolases, Paraoxonases ou ainda
Esterases A (o que gera alguma confusdo com as EC 3.1.1.2).

Apesar dessa classificagdo determinada pelo NC-IUBMB, outras
nomenclaturas alternativas sdo encontradas na literatura. Este tema foi
recentemente revisado em tese do laboratério (Montella 2008). E importante
ressaltar que, em trabalhos que tratam do tema sobre resisténcia a inseticidas
em insetos, a nomenclatura mais empregada ainda tem sido a mesma adotada
para Culex: nestes trabalhos, de uma maneira geral, a classificacdo das

Esterases se baseia em sua preferéncia por acetato de a-naftil ou de B-naftil,
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em sua mobilidade em gel nativo de poliacrilamida ou em sua sequéncia

nucleotidica (Hemingway e Karunaratne 1998).

1.6.2. Mecanismo de agao e relagcao com a resisténcia a inseticidas
Em geral, a atividade das Esterases depende de uma triade
catalitica (mostrada na figura 1.11) que consiste de um residuo de serina, um

de histidina e um residuo acido (glutamato ou aspartato).

Figura 1.11: posicao relativa da triade catalitica no sitio ativo das Serina Esterases. Os
numeros, nado adjacentes, refletem a posicdo de cada residuo, na sequéncia polipeptidica de
uma Acetilcolinesterase de T. california. Esta figura foi adaptada do site:
http://www.enzyme.chem.msu.ru/hcs/cgi/class.cgi?clsid=S.01.01

O processo pelo qual as Esterases clivam ligagdes éster envolve a
formacao e a degradacdo de um complexo “acil — enzima” (em vermelho na
Figura 1.12). Primeiramente, ocorre a formacao de um intermediario enzima-
substrato. A porgcao alcodlica do substrato € liberada deste intermediario,
resultando na formagao do complexo “acil - enzima”. A hidrélise posterior deste
complexo libera a por¢ao acida do substrato e regenera a enzima (Glynn 1999,
Wheelock et al. 2005, Satoh e Hosokawa 2006).

E-OH4+RO-C=0 L E-0-C=0

Figura 1.12: esquema simplificado da reacdo de hidrdlise mediada pelas Esterases sobre
substratos do tipo éster carboxilico. Inicialmente, um intermediario (ndo mostrado) se forma e
colapsa, liberando a porcdo alcodlica do substrato e formando o complexo acil-enzima
(mostrado em vermelho). Posteriormente, uma molécula de agua reage com este complexo,
liberando a porcao acida do substrato e regenerando a enzima. Figura extraida de Glynn 1999.
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Para substratos como os inseticidas Pl e CB, a reacao se processa
rapidamente, com hidrdlise eficiente do substrato e regeneragcdo da enzima
livre. Para a maioria dos inseticidas OP (que s&o fosforotionatos com trés
ligacbes ésteres, em sua maioria), o intermediario enzima-substrato é estavel
(Hemingway e Karunaratne 1998). Isto acontece porque as Esterases de
insetos sdo inibidas por OP; ou melhor, OP sdo considerados substratos
pobres para estas enzimas (Ketterman et al. 1992). As Esterases possuem
afinidade muito alta por estes compostos, e capacidade muito baixa de
hidrolisa-los (Hemingway e Karunaratne 1998). Por isso diz-se que as
Esterases de insetos “sequestram” inseticidas OP (Hemingway 2000). Em
Culex, por exemplo, a taxa de regeneragcdo da enzima é tao lenta que, para
hidrolisar completamente uma molécula do OP paraoxon, uma molécula de
Esterase gasta cerca de 32 h (Hemingway e Karunaratne 1998). Por isso, a
resisténcia de insetos a OP, quando mediada por Esterases, em geral esta
associada a presenga de maior numero de moléculas dessas enzimas.

Este € o caso, por exemplo, das Esterases em Culex, o mais
estudado género de mosquitos: resisténcia a OP por aumento na quantidade
de Esterases resulta principalmente de amplificacdo génica (Hemingway 2000).
Neste género foram descritos eventos de co-amplificacéo (de pares de alelos)
e de amplificacédo unica (Hemingway et al. 2004). Ainda que a amplificagéo
génica seja o mecanismo genético mais comum em Culex, ha também relatos
de alteragao na regiao promotora concorrendo para o aumento na quantidade
de moléculas de Esterases nesses insetos (Li et al. 2007). Além disso, foi
demonstrado que algumas enzimas possuem maior afinidade pelos OP em
mosquitos resistentes; este mecanismo é inefetivo contra Pl e fracamente
efetivo contra CB (Hemingway e Karunaratne 1998).

Os casos descritos de resisténcia ao OP fosforoditioato malathion
nos dipteros, em particular, ndo parecem estar relacionados com aumento na
expressao de enzimas preexistentes, e sim com a presenca de Esterases
diferentes, que hidrolisam mais eficientemente este composto (Hemingway e
Ranson 2000). Neste sentido, foi detectada uma mutacao na regido codificante
de um gene de Esterase em cepas resistentes dos dipteros M. domestica e
Lucilia cuprina, o que gerou alta atividade hidrolitica frente a OP e queda nas

taxas de hidrélise de outros substratos do tipo éster carboxilico (Li et al. 2007).
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Adicionalmente, ha indicios de que um mecanismo parecido ocorra em
Anopheles arabiensis, Anopheles culicifacies, Anopheles stephensi e Culex
tarsalis (Hemingway e Karunaratne 1998, Hemingway e Ranson 2000, Li et al.
2007).

Nos dipteras, amplificacbes, aumentos de expressdo e/ou mutagoes
na regidao codificante de Esterases, at¢é o momento, foram somente
caracterizados em mosquitos do género Culex e em Haematobia irritans,
Chrysomyia putoria, M. domestica e L. cuprina (Li et al. 2007). No entanto, a
frequente utilizacdo de ensaios bioquimicos, como os utilizados nesta
dissertagao, para quantificar a atividade das Esterases, de forma coletiva, ja foi
capaz de relacionar maior atividade dessas enzimas com resisténcia a OP nos
mosquitos Anopheles albimanus e A. aegypti, além de espécies do género
Culex. Este é o caso, por exemplo, de populagcbes de campo de A. albimanus
da Guatemala (Brogdon et al. 1988), e de A. aegypti de Porto Rico (Mourya et
al. 1993), Trinidad (Mourya et al. 1993, Vaughan et al. 1998, Polson et al.
2011), Tortola, nas llhas Virgens Britanicas (Wirth e Georghiou 1999), Cuba
(Rodriguez et al. 1999, Rodriguez et al. 2004), Tailandia (Pethuan et al. 2007),
Martinica (Marcombe et al. 2009), e do Brasil (Macoris et al. 2003, Montella et
al. 2007), e de cepas de C. tarsalis e C. quinquefasciatus da Califérnia,
selecionadas em laboratorio com OP (Hemingway e Georghiou 1984). No
entanto, € muito importante ressaltar que em nenhum destes trabalhos foi
possivel identificar as espécies moleculares associadas a resisténcia, ou seja,
qual subgrupo das Esterases esta sendo realmente responsavel pela

resisténcia naquela populagéo.

1.7. Oxidases de Func¢ao Multipla (MFO)

As Oxidases de Funcdo Multipla formam uma superfamilia de
enzimas complexa, presente em todos os organismos aerobicos, inclusive os
insetos (Scott 1999, Hemingway e Ranson 2000). As MFO podem ser
encontradas no reticulo endoplasmatico (sendo chamadas de microssomais) e
nas mitocdndrias (Feyereisen 1999, Scott 1999). Estas sdo enzimas bastante

plasticas, estando envolvidas no metabolismo de compostos endégenos, como
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horménio juvenil e ecdisona, além do metabolismo de xenobidticos, como
aleloquimicos e inseticidas (Bergé et al. 1998, Feyereisen 1999, Scott 1999,
Hemingway e Ranson 2000, Li et al. 2007, Iga e Smagghe 2010). Ha ainda
indicios de que as MFO participem do processamento de sinais relacionados
com a recepgao e a biossintese de odorantes (Bergé et al. 1998, Maibeche-
Coisne et al. 2005, Oakeshott et al. 2010).

Estudos apontam para o papel de uma MFO microssomal na sintese
de horménio juvenil, assim como a participagcdo de outras enzimas
microssomais na degradagdo deste hormdnio (Feyereisen 1999). Foram
também identificadas cinco enzimas MFO que atuam diretamente na
biossintese de 20-hidroxiecdisona a partir de colesterol (ou fitoesterol, no caso
de insetos fitofagos) (Iga e Smagghe 2010), e ha indicios da participagdo de
MFOs também na degradagcdo deste ecdisterdide (Feyereisen 1999). Foi
sugerido que estas enzimas participem ainda da clivagem de odorantes, como
feromonios, por exemplo, nas antenas do Lepidoptera Mamestra brassicae, ao
mesmo tempo em que oferecem protecado aos seus neurdnios sensoriais contra
compostos potencialmente danosos (Maibéche-Coisne et al. 2005).

Também ha indicios de que as MFOs sejam importantes na resposta
adaptativa dos insetos aos compostos toxicos sintetizados por plantas
hospedeiras (aleloquimicos) presentes nos criadouros (Bergé et al. 1998,
Feyereisen 1999). Insetos herbivoros especialistas sao frequentemente bem
adaptados aos aleloquimicos encontrados em sua planta hospedeira, uma vez
que possuem enzimas detoxificadoras especificas, ao passo que os herbivoros
generalistas apresentam enzimas detoxificadoras menos especificas, que
permitem sua adaptagdo a uma grande variedade de aleloquimicos
encontrados no habitat em que vivem (Li et al. 2007). Nesse sentido, Ramsey
et al.,, em 2010, sugeriram que a quantidade de genes que codificam as MFO
do inseto generalista M. persicae é cerca de 40% maior que a do inseto
especialista Acyrthosiphon pisum. De forma interessante, sdo frequentes os
casos de indugdo da expressdo de genes que codificam enzimas MFO
microssomais relatados na literatura. Trabalhos realizados com A. aegypti, por
exemplo, demonstraram que a exposi¢ao a doses subletais de aleloquimicos
ou inseticidas é capaz de induzir aumento da atividade de MFO e da expressao

dos genes que as codificam (David et al. 2006, Poupardin et al. 2008).
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Além da capacidade das MFO promoverem resisténcia e tolerancia a
inseticidas e aleloquimicos, esta superfamilia enzimatica esta também
envolvida com a bioativacdo de alguns inseticidas OP (ver item 1.4.1b),
administrados na forma de pro-inseticidas. No caso dos fosforotionatos e
fosforoditioatos, as MFO retiram o atomo de enxofre, ao mesmo tempo em que
introduzem um atomo de oxigénio, em reagao que resulta em substancial
aumento da atividade destes agentes anticolinesterasicos (Fukuto 1990).
Entretanto, o processo parece ser bastante complexo, e a acdo das MFO pode
levar simultaneamente a ativagcdo e a detoxificacdo dos compostos OP
(Feyereisen 1999).

As MFO contém heme como seu grupamento prostético (constituido
por uma parte organica denominada de protoporfirina IX e por um atomo de
ferro) e, por isso, sdo consideradas hemoproteinas (Hemingway et al. 2004).
Sao codificadas pelos genes CYP (de “Cytochrome P450”) e podem ser
designadas na literatura por uma variedade de nomes, que incluem, além de
MFO, enzima citocromo P450, citocromo P450 Monooxigenases,
Monooxigenases poli-substrato, dentre outros (Feyereisen 1999, Scott 1999). O
termo “P450” se refere ao comportamento do grupo heme das MFO, que tem
pico de absor¢cdo em 450 nm, quando reduzido e saturado com monoxido de
carbono (Omura e Sato 1964). Esta diversidade de nomes é reflexo da
plasticidade da familia MFO, que catalisa numerosas reacgdes oxidativas,
revelando, muitas vezes, sua falta de especificidade: uma MFO consegue
metabolizar mais de 20 diferentes substratos, ao passo que um unico composto
xenobidtico pode ser metabolizado por multiplas enzimas MFO (Bergé et al.
1998, Feyereisen 1999, Scott 1999, Maibéche-Coisne et al. 2005).

As MFO se ligam ao oxigénio molecular e recebem elétrons do
agente redutor nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) para
introduzir um atomo de oxigénio no substrato e reduzir o outro atomo a
molécula de agua, como mostrado na Figura 1.13 (Bergé et al. 1998). Esta
transferéncia de elétrons é principalmente mediada pela enzima citocromo
P450 redutase, ou pelo citocromo b5 (Bergé et al. 1998, Feyereisen 1999, Scott
1999).
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Figura 1.13. Esquema da reagdo mediada pelas MFO. Inicialmente, o grupamento heme, na
sua forma oxidada (Fe3+), se liga ao substrato. Este complexo recebe um elétron do NADPH,
promovendo a reducédo do atomo de ferro a Fe?*. A molécula de oxigénio, por sua vez, se liga
ao ferro em seu estado ferroso. Apds uma segunda transferéncia de elétrons, ocorre a
clivagem do oxigénio molecular, e o substrato sofre oxidagdo: um atomo de oxigénio é reduzido
a molécula de agua, e o outro é incorporado ao substrato. Esta figura foi adaptada do site:
http://www.sistemanervoso.com/pagina.php?secao=6&materia_id=40&materiaver=1

1.7.1. Classificacao

A nomenclatura introduzida por Nerbert (Nerbert et al. 1987 apud
Nerbert 1993), e agora universalmente aceita (Bergé et al. 1998, Feyereisen
1999, Scott 1999), designa todos os genes pertencentes a superfamilia das
MFO com o prefixo CYP, seguido por um numeral para a familia, uma letra (em
maiusculo) para a subfamilia, e um outro numeral para o gene individual. Os
produtos do gene, o RNAmM e a enzima, sdo identificados pelo mesmo prefixo,
porém nao em italico (CYP). Os membros de uma mesma familia apresentam
pelo menos 40% de identidade em suas sequéncias de aminoacidos, ao passo
que uma subfamilia compartilha no minimo 55% de identidade em suas
sequéncias peptidicas.

Até o ano de 2010, 710 genes CYP validados haviam sido anotados
nos genomas dos Diptera D. melanogaster, A. gambiae e A. aegypti, dos
Hymenopteras Apis mellifera e N. vitripennis, do Coleoptera Tribolium
castaneum, e do Lepidoptera Bombyx mori (Oakeshott et al. 2010). Deste total,
164 genes foram encontrados em A. aegypti, numero bastante elevado em

relacdo a outros dipteros. Todos estes genes de insetos pertencem a quatro
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grandes clados que, de acordo com sua origem evolutiva, sdo denominados
CYP2, CYP3, CYP4 (microssomais), e CYP mitocondrial (Feyereisen 2006). A
Tabela 1.2 mostra as familias de CYP pertencentes a cada clado. As CYP
mitocondriais sao restritas a animais, enquanto as outras CYP, microssomais,
estdo presentes também em plantas e fungos (Feyereisen 2006, Omura 2010).
Os membros do grupo CYP2 parecem estar envolvidos com fungdes
essencialmente fisioldgicas, ao passo que o0s genes dos outros grupos
apresentam maior diversidade de funcées, sendo inclusive relacionados com o

metabolismo de xenobidticos (Feyereisen 2006, Oakeshott et al. 2010).

Tabela 1.2. Familias de genes CYP presentes nos quatro clados de MFO de insetos.

Clados CYP 2 CYP 3 CYP 4 CYP mitocondrial

1,2, 7. 8, 15, 17, g'179’32218' 3238'228' 4, 311-313, 31611, 12, 24, 27, 49,
18, 21, 26, 51, 303-|317, 321, 324, 329,145 "555" 340 341|301, 302, 314, 333,

307, 342 e 343 gig’ 336-338, 345-1349/350 334, 339, 353

Familias génicas
CYP

Informacao extraida de Feyereisen 2006.

1.7.2. Resisténcia a inseticidas mediada por MFO

Por conta de sua diversidade genética, especificidade por ampla
gama de substratos e versatilidade catalitica, as MFO constituem o unico
sistema metabdlico capaz de mediar, ao menos em teoria, resisténcia a todas
as classes de inseticidas (Bergé et al. 1998, Hemingway e Ranson 2000, Li et
al. 2007). Entretanto, a maioria dos estudos relaciona a alteragdo na atividade
dessas enzimas com a resisténcia a Pl, DDT e OP (Hemingway et al. 2004, Li
et al. 2007, Molina e Figueiroa 2009, Miyo e Oguma 2010), apesar de também
haver relatos de relagdo com a resisténcia a IGR (Plapp 1976, Brogdon e
McAllister 1998, Daborn et al. 2007, Ghanim e Ishaaya 2010).

A maioria dos estudos aponta que o mecanismo genético mais
comumente encontrado nos insetos resistentes a inseticidas € o aumento de
expressao dos genes CYP (Hemingway et al. 1998). Nesse sentido, usando a
andlise de microarranjo e RT-PCR quantitativo, Muller et al. (2008)
correlacionaram a resisténcia a Pl com aumento na expressdo do gene
CYP6P3 de populacdes naturais de A. gambiae. Além disso, foi demonstrado

que o produto deste gene é, de fato, capaz de metabolizar PI.
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Em 2004, Ranson et al. verificaram, em uma cepa de A. gambiae
selecionada em laboratério com o Pl permetrina, por meio de marcadores
microsatélites e da técnica de QTL (“quantitative trait loci”), que a resisténcia
estava relacionada a trés posi¢cdes especificas do genoma deste vetor, uma
das quais localizada no cromossomo 3, proxima a um grande cluster de genes
CYP. Neste trabalho, os autores relataram aumento de expressdo do gene
CYP6Z1 na populacéao selecionada.

Expressdo aumentada dos genes CYP4D4v2, CYP6A38 e CYP4G2
em resposta a exposicao ao Pl permetrina foi descrita em cepa resistente de M.
domestica selecionada em laboratorio, mas ndo em cepa suscetivel da mesma
espécie (Zhu et al. 2008). Em 2010, o mesmo grupo verificou que o gene
CYP6BQY, de T. castaneum, é capaz de metabolizar Pl, e que sua expressao
estava aumentada em mais de 200 vezes em uma cepa resistente (QTC279),
em relagdo a expressao em linhagem suscetivel. Uma vez que a expressao
deste gene foi detectada predominantemente no cérebro, foi sugerido que
poderia consistir de proteg¢ao do sitio alvo dos Pl (Zhu et al. 2010).

Dois estudos recentes com PCR quantitativo relacionaram aumento
na expressao do gene CYP6P9 de Anopheles funestus com a resisténcia a PI,
em populacbes de campo (Cuamba et al. 2010) e na cepa FUMOZ-R
(Matambo et al. 2010), ambas coletadas em Mocambique, Africa.

Foi relatado para A. aegypti um maior numero de genes CYP,
principalmente das familias CYP6 e CYP9, normalmente relacionadas com a
resisténcia a inseticidas, em comparagdo com o genoma de D. melanogaster e
A. gambiae (Strode et al. 2008). Neste estudo, os autores produziram um
“detox chip”, a ser usado em anadlises de microarranjos, contendo sondas de
235 membros de familias génicas como Esterases, GST e MFO. Aplicacéao
deste “A. aegypti detox chip” a duas cepas selecionadas em laboratério com PI,
identificou aumento na expressao de nove genes da familia CYP9 (CYP9J26,
CYP9J10, CYP9J27, CYP9J32, CYPIM6, CYPI9J8, CYP9J28, CYP9J24, e
CYP9J19), em conjunto com aumento na expressdo de GST. A mesma
metodologia identificou correlacdo entre resisténcia a Pl e aumento na
expressao dos genes CYP6M6, CYP6Z6, CYP9J23 e CYP9J22, em cepa de A.
aegypti da Martinica (Marcombe et al. 2009).
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Ainda que a maioria dos registros de aumento na atividade de MFO
esteja relacionada com aumento de expressdo dos genes CYP, foi relatado,
além de aumento na expressao do gene CYP6A2 de D. melanogaster, a
presenca de trés substituicdes de aminoacidos, capazes de interferir com a
catdlise desta enzima. E interessante notar que estas substituicdes ndo
afetaram a atividade da enzima frente a compostos endégenos, mas
aumentaram sua atividade sobre aleloquimicos e sobre DDT (Bergé et al.
1998).

Devido, em parte, ao grande numero de genes CYP presentes no
genoma dos insetos ja sequenciados (Feyereisen 2006, Li et al. 2007,
Oakeshott et al. 2010), a identificacdo e caracterizagdo dos poucos genes que
podem estar relacionados com a resisténcia se mostram bastante dificultadas
(Hemingway et al. 2004, Daborn et al. 2007). Varios trabalhos relatam aumento
de atividade e/ou quantidade de MFO em mosquitos resistentes a inseticidas,
frequentemente em conjunto com alteracdo na atividade de outras enzimas
(Hemingway e Ranson 2000, Hemingway et al. 2004). Quantificou-se, por
exemplo, aumento de MFO, em conjunto com aumento na atividade de
Esterases, em cepas de A. aegypti selecionadas em laboratério com PI
(Paeporn et al. 2004), em populagcdes de campo desta espécie resistentes a P,
provenientes da Tailandia (Pethuan et al. 2007), e ainda em populagdes da
Coldombia resistentes a DDT e PI (Vardn et al. 2010). Aumento de MFO, em
conjunto com maior atividade de Esterases e de GST, foi descrito em
populagdes naturais de A. culicifacies e de A. subpictus do Sri Lanka, com
diferentes niveis de resisténcia a Pl e a OP (Perera et al. 2008). Usando
sinergistas e ensaios bioquimicos, Matowo et al. (2010) também
correlacionaram a resisténcia a Pl de uma populagcdo de campo de A.
arabiensis da Tanzania com alteracado nas enzimas MFO e Esterases.

Como mencionado anteriormente, as MFO também s&o capazes de
detoxificar outras classes de inseticidas. Em diferentes insetos, como M.
domestica e L. cuprina, foi relatada resisténcia a JHA em cepas com altos
niveis de MFO; cepas com alteragcdo em outros mecanismos eram suscetiveis
aos JHA (Plapp 1976, Brogdon e McAllister 1998). Foi também documentada
relagdo entre aumento de atividade de MFO e resisténcia ao JHA piriproxifeno

em moscas Bemisia tabaci (Gennadius) (Ghanim e Ishaaya 2010), e relagéo
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entre aumento de expressédo dos genes CYP6g1 e CYP12d1, e resisténcia ao
inibidor da sintese de quitina dicyclanil, em D. melanogaster (Daborn et al.
2007).

Embora a resisténcia ao JHA methoprene ja tenha sido objeto de
registro em algumas linhagens de mosquitos (Dame et al. 1998 apud Braga e
Valle 2007c, Kadri 1974 apud Braga e Valle 2007c), populagdes brasileiras de
A. aegypti, sensiveis e resistentes ao OP temephos, mostraram-se suscetiveis
a este IGR, apesar de possuirem alteracdo em diferentes mecanismos de
resisténcia metabdlica, incluindo MFO (Braga et al. 2005b). Posteriormente foi
sugerida potencial resisténcia cruzada entre o OP temephos e o JHA
piriproxifeno em populagdes de campo brasileiras de A. aegypti que, no
entanto, n&o apresentavam alteracdo na atividade de MFO (Andrighetti et al.
2008).

Quantificou-se também aumento de MFO e Esterases em
populagdes de campo de Anopheles aquasalis originarias da Venezuela
resistentes a OP mas nao a PI (Molina e Figueiroa 2009). Posteriormente, foi
demonstrado, através do uso do sinergista PBO (butoxido de piperonil), relagéo
entre a atividade de MFO e resisténcia a OP em uma populagao natural de D.
melanogaster, que, no entanto, também apresentava alteragbes em seu gene
ace-2 (Miyo e Oguma 2010).

No Brasil, foi detectada alteracdo na atividade de GST, Esterases, e
em menor grau, de MFO, em uma cepa de A. aegypti, selecionada em
laboratério com o larvicida OP temephos, que nao apresentava resisténcia
cruzada com PI (Melo-Santos et al. 2010).

Nas populagdes brasileiras do vetor avaliadas, alteracdo de MFO néo
parecia ser um mecanismo importante na detoxificagcdo dos inseticidas usados
em campo, uma vez que esta havia sido detectada apenas em uma populagao
avaliada em 2005 (Braga et al. 2005b). No entanto, a partir de 2009 a maioria

das populag¢des avaliadas evidenciou alteragdo nestas enzimas (secgéo 4.4).
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1.8. Glutationa S-transferases (GST)

Glutationa S-transferases, ou simplesmente Glutationa Transferases
(EC 2.5.1.18), sdo uma superfamilia de proteinas multifuncionais com papéis
fundamentais na detoxificagdo celular de uma ampla gama de compostos
endogenos e exdgenos. Em plantas e animais, sdo as principais enzimas da
Fase Il dos processos de detoxificagdo metabdlica, atuando inclusive na
detoxificagdo de inseticidas (Enayati et al. 2005, Frova 2006, Kasai et al. 2009).
Por essa razao, varios trabalhos tém investigado o papel da GST na resisténcia
a inseticidas (Rodriguez et al. 1999, Ding et al. 2003, Lumjuan et al. 2007,
Strode et al. 2008). Também tém sido muito estudadas em mamiferos, porque
s&o importantes na epidemiologia do cancer e na resisténcia a drogas (Enayati
et al. 2005, Hayes et al. 2005).

Adicionalmente, outras fung¢des bioldgicas foram atribuidas a este
grupo de enzimas, como a biossintese de hormdnios esterdides e a
degradagdo de aminoacidos aromaticos (Hayes et al. 2005, Frova 2006, da-
Fonseca et al. 2010). Ja foi também descrita a capacidade de uma GST em se
ligar a hematina, o que sugere fungao protetora no intestino médio do mosquito
A. aegypti, por meio da redugao da toxicidade do heme ingerido com o repasto
sanguineo (Lumjuan et al. 2007).

Alguns autores sugerem ainda que a GST possa ter um papel na
resposta adaptativa ao estresse celular (Hunaiti et al. 1995, Singh et al. 2000,
Pongjaroenkit et al. 2001, Frova 2006, da-Fonseca et al. 2010). De fato, ja foi
documentada indugdo de atividade de enzimas GST frente a mudangas no
habitat dos insetos, como, por exemplo, a presenga de algum agente

aleloquimico ou inseticida nos criadouros larvares (Li et al. 2007).

1.8.1. Classificacao e nomenclatura

A maioria dos autores, como Sheehan et al. (2001), Enayati et al.
(2005), e Frova (2006), aponta a existéncia de duas subfamilias principais de
GST (classificadas de acordo com a localizagao celular), cada uma codificada
por distintas familias multigénicas:

1) GSTs soluveis ou citosdlicas; e
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2) GSTs microssomais, atualmente chamadas de MAPEG (do inglés
‘membrane-associated proteins involved in eicosanoid and glutathione
metabolism”).

Uma terceira subfamilia, codificada por plasmideos de bactérias
resistentes a fosfomicina, foi proposta. Adicionalmente, sugeriu-se que as
GSTs Kappa, previamente consideradas como uma classe de GSTs
citosdlicas, podem constituir uma quarta subfamilia de GSTs, tipicamente
encontradas nas mitocdndrias; em humanos, foram encontradas também nos

peroxissomos (Sheehan et al. 2001, Frova 2006).

Nos insetos, até a presente data, foram identificadas apenas GSTs
citosédlicas (cGSTs) e microssomais, sendo as primeiras as mais importantes
no contexto desta dissertagcdo, uma vez que concentram a maioria das GSTs
capazes de detoxificar xenobiéticos, dentre eles os inseticidas. Esta subfamilia
de GST é encontrada em todos os organismos aerobicos e € a maior descrita
até o momento (Frova 2006, Kasai et al. 2009, da-Fonseca et al. 2010).

A classificagdo inicial de c¢cGSTs de insetos distinguiu,
imunologicamente, trés classes, denominadas I, Il e lll (Ranson et al. 2001, Li
et al. 2007). Posteriormente, com os genomas de insetos sendo cada vez mais
rapidamente publicados, foi revelada enorme diversidade de sequéncias. Com
isso, o sistema de classificacdo de cGSTs de mamiferos foi adotado (Enayati et
al. 2005, Li et al. 2007). Esse sistema subdivide as cGSTs com base em uma
variedade de critérios, que incluem a organizagdo no genoma, a identidade de
sequéncias de nucleotideos e aminoacidos; a estrutura tridimensional das
enzimas; sua cinética enzimatica e caracteristicas imunoreativas (Frova 2006,
Sheehan et al. 2001, Frova 2006). Comparagdes filogenéticas demonstraram
que a classe Il dos insetos € ortéloga a classe Sigma dos mamiferos, e que as
classes | e Ill eram exclusivas de insetos; estas foram renomeadas como
classes Delta e Epsilon, respectivamente (Li et al. 2007). Atualmente séo
apontadas 15 classes de cGST em eucariotos e procariotos (Tabela 1.2); no
entanto, este numero tende a crescer a medida em que o genoma de mais

organismos é sequenciado (Sheehan et al. 2001).
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Tabela 1.3: distribuicdo das classes de GST citosdlicas em diferentes taxons, segundo
Frova 2006 e da-Fonseca et al. 2010.

© S 3 5
g2 & £ & ¢ _ 5 £ < o £ F g ‘5
3 - o > £ ® £ = © & I £ 9] Q © X =
= o < n = N e} o = 4 =) 4 (=} w m X o
Mamiferos ¢ X X X X X X
Aves X X X X X X
Anfibios X X X X
Peixes X X X X X X X
Moluscos X X X
Insetos X X X X X X X X
Plantas X X X X X X
Bactérias X X X X X X

Em negrito sdo apontadas as classes de cGSTs presentes nos insetos.
* Novas classes recém descritas em mosquitos.

As GST citosolicas em geral sdo cataliticamente ativas na forma de
dimeros, que podem ser homo ou heterodimeros, como ilustrado na Figura

1.14 (Sheehan 2001, Enayati et al. 2005, Frova 2006, Lumjuan et al. 2007).

Figura 1.14: estrutura de uma cGST humana da classe Pi. As subunidades s&o distinguidas
pela cor (azul e verde). O sitio ativo da enzima é mostrado em amarelo, no qual um ligante é
destacado em vermelho. Esta figura foi adaptada de Sheehan et al. 2001.

Cada subunidade de cGST posssui dois sitios de ligacdo, em
dominios distintos: um no dominio |, N-terminal, especifico para a ligagéo a
glutationa, também chamado de sitio G; e outro no dominio I, C-terminal,
formado primariamente por residuos com cadeias laterais nao-polares, com
afinidade por substratos hidrofébicos (sitio H). O sitio G é bastante conservado,
pois, além de conter os residuos criticos para a ligagao a glutationa, responde

pela atividade catalitica da enzima. O sitio H se mostra bastante variavel, tanto

em sequéncia quanto em topologia, e € esta diversidade que determina a
especificidade por distintos substratos hidrofébicos observada nas diferentes

enzimas c¢GSTs. Com isso, cada subunidade de cGST dimérica é
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cataliticamente independente, pois possui seus proprios sitios G e H (Sheehan
2001, Enayati et al. 2005, Frova 2006).

A nomenclatura adotada para designar cada gene ou subunidade de
cGST segue as recomendagbes do “Committee for Human Gene
Nomenclature” (Frova 2006). Assim sendo, a espécie de origem deve ser
indicada por um prefixo de trés letras, seguido de “GST”, uma letra de
referéncia a classe e um numero que aponta a ordem de descoberta nesta
especie. A composicdo de subunidades também pode ser indicada. Por
exemplo, AaeGSTD1 define o primeiro gene da classe Delta relatado em A.
aegypti;, AaeGSTD1-2 se refere a uma GST heterodimérica com as
subunidades Delta-1 e Delta-2 de A. aegypti (Enayati et al. 2005, Frova 2006).

1.8.2. GSTs citosolicas (cGSTs) em insetos

Nos insetos, as classes de cGST mais abundantes sdo Delta e
Epsilon, exclusivas desses organismos. Juntas, sdo responsaveis por cerca de
65% do conteudo total de cGST em A. gambiae e D. melanogaster, sendo este
percentual um pouco menor para A. aegypti. Adicionalmente, sdo essas duas
classes que contém a maioria das GSTs implicadas na resisténcia a inseticidas
(Lumjuan et al. 2007, Ramsey et al. 2010, Oakeshott et al. 2010).

Geralmente, os genes que codificam as cGSTs de insetos estdo
agrupados em clusters, sendo observado um cluster para cada classe
(Sheehan et al. 2001, Frova 2006, Oakeshott et al. 2010). Este mesmo padrao
de organizagdo em clusters se repete no genoma de plantas e de outros
animais (Frova 2006). Um processo que favorece a diversidade e que tem se
mostrado relativamente comum nesta familia génica é a ocorréncia de
“splicing” alternativo, observado em genes da classe Delta de varios insetos
(Sheehan et al. 2001), ja tendo sido descrito para as seguintes espécies de
mosquitos: A. aegypti (Lumjuan et al. 2007); A. gambiae (Ranson et al. 1998,
Ding et al. 2003); Anopheles dirus (Pongjaroenkit et al. 2001) e C.
quinquefasciatus (Kasai et al. 2009). Nestas trés ultimas espécies, sao
produzidos quatro transcritos diferentes por “splicing” alternativo, enquanto que
em A. aegypti, trés. Adicionalmente, Kasai et al., em 2009, demonstraram que

os padrdes de expressao em C. quinquefasciatus diferem para os quatro
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transcritos gerados pelo gene CquGSTD1, o que fornece indicios ndo s6 de
que multiplos mecanismos regulam a expressédo desse gene, mas também de
que estas enzimas desempenham diferentes fungdes.

Em 2007, Lumjuan et al. relataram a identificagcdo de 26 genes que
codificam cGSTs de A. aegypti, dois dos quais sofrem “splicings” alternativos,
gerando um total de 29 transcritos. Embora trés destes genes néo
pertencessem a nenhuma classe de cGST previamente descrita; genes
ortélogos ja haviam sido identificados em A. gambiae (Ding et al. 2003). Por
isso, foi proposta uma classificagdo para esses genes, antes designados como
GSTu1, GSTu2 e GSTu3 (“u” do inglés “unclassified”); GSTu2 e GSTu3 foram
agrupados na classe Xi (ou X); e o GSTu1, na classe lota (Lumjuan et al 2007,
Strode et al. 2008).

Apesar da divergéncia nas sequéncias de nucleotideos, todas as
proteinas GST apresentam niveis impressionantes de conservacao estrutural,
exibindo uma organizagdo dimérica e de dobramento em 3D comum (Frova
2006).

1.8.3. Mecanismo de ag¢ao das cGSTs

A fungdo primaria da GST consiste na catalise da conjugacéo de
glutationa, um tripeptideo endoégeno (Figura 1.15), com algum substrato
lipofilico, formando um produto mais soluvel e nao-téxico, de maneira que este
seja mais facilmente excretado ou compartimentalizado pelas enzimas da Fase

[Il da biotransformacao (Frova 2006).
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Figura 1.15: representagdo quimica do tripeptideo glutationa, formado por glutamato (em
vermelho), cisteina (em preto) e glicina (em azul).

Na reacao de conjugacéao catalisada por GST, o sitio H (dominio C—
terminal, hidrofébico — ver item 1.8.1) se liga ao substrato lipofilico, enquanto o

residuo catalitico do sitio G, na por¢cdo N-terminal, interage e ativa o grupo
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sulfidril da glutationa (mostrado em vermelho na figura 1.16), reduzindo-a
(gerando um anion tiolato). O anion tiolato da glutationa tem potencial de reagir
com o substrato hidrofébico ligado ao sitio H da enzima. Essa reacédo de
conjugagcao neutraliza os dominios eletrofilicos do substrato conferindo-lhe
carater mais soluvel, e facilitando sua eliminagdo do organismo (Hemingway et
al. 2004, Enayati et al. 2005, Montella 2008).

(
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COOH O COOH o]

Glutathione
Glutathione-S-Conjugate

Figura 1.16: reacdo de conjugacdo mediada por GST. O composto lipofilico é representado por
“X”. O grupo sulfidril da glutationa é mostrado em vermelho, assim como a ligagado do enxofre
da glutationa ao xenobidtico para formar o conjugado. Esta figura foi adaptada de Townsend e
Tew 2003.

As GST podem ainda apresentar atividade de dehidroclorinase,
também conhecida como atividade DDTase. Na reacao (Figura 1.17), a GST
remove um atomo de hidrogénio da molécula de DDT, resultando na
eliminacdo de um cloro e gerando DDE, metabdlito ndo téxico (Hemingway et
al. 2004). Embora o conjugado de glutationa e DDT nunca tenha sido
identificado, sabe-se que este tripeptideo € um cofator essencial na reacao de
dehidroclorinacéo (Hemingway 2000, Sheehan et al. 2001, Vontas et al. 2001,
Enayati et al. 2005, Frova 2006, Li et al. 2007, Lumjuan et al. 2007).
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Figura 1.17: reagédo de dehidroclorinagdo do DDT mediada por GST. Note que o tripeptideo
glutationa ndo aparece no produto final desta reagdo. Figura adaptada do site:
http://cfpub.epa.gov/ncer_abstracts/index.cfm/fuseaction/display.abstractDetail/abstract/370/rep
ort/F
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Apesar de enzimas GST nao terem ainda sido implicadas no
metabolismo direto de inseticidas Pl (Hemingway et al. 2004), seu papel na
detoxificagdo dos produtos da peroxidacao lipidica ja foi demonstrado
(Sheehan et al. 2001, Enayati et al. 2005, Frova 2006, Li et al. 2007). Também
ja foi descrito o sequestro de moléculas de PIl, mediado por uma GST, no
coledptera Tenebrio molitor (Kostaropoulos et al. 2001). Varios trabalhos
relacionam a maior atividade de GST, de forma generalizada, com a resisténcia
a Pl (Rodriguez et al. 1999, Rodriguez et al. 2005, Li et al. 2007, Montella et al.
2007, Cuamba et al. 2010, Polson et al. 2011), enquanto outros associam a
atividade peroxidasica de GST com resisténcia a Pl (Vontas et al. 2001, Costin
et al. 2007, Li et al. 2007).

1.8.4. Relagao de cGST com resisténcia a inseticidas

Em mosquitos, a GST tem sido apontada como a principal enzima
relacionada com a resisténcia ao DDT e a Pl (Hemingway 2000, Hemingway et
al. 2004, Enayati et al. 2005). Nesse sentido, foi descrito, por exemplo, em A.
gambiae e A. aegypti, relacao entre aumento na expressao da GSTE2, enzima
altamente eficiente na metabolizagdo de DDT, e resisténcia a este composto
(Lumjuan et al. 2001, 2007).

Com relagdo ao metabolismo de PI, foi também demonstrada, em
uma cepa de Nilaparvata Ilugens selecionada em laboratorio, resisténcia
associada com fracdo de enzimas GST com atividade de Peroxidase,
aumentada em funcdo de amplificacédo génica. Aumento de atividade resultou
em atenuacdo da peroxidacao de lipideos e consequentemente, em redugao da
mortalidade desta cepa (Vontas et al. 2001, Li et al. 2007). Nao é s6 em insetos
que GSTs tém papel relevante na detoxificagado de inseticidas: em 2007, Costin
et al. verificaram que a exposi¢cao do peixe de agua doce Carassius auratus
gibelio a uma dose unica de deltametrina gerou um importante estresse
oxidativo, gradativamente neutralizado pelo aumento dos niveis de glutationa e
da atividade Peroxidasica da GST.

Resisténcia de A. aegypti a Pl foi relacionada ao aumento na
atividade das GSTs em populagdes do Brasil (Montella et al. 2007) e de

Trinidad (Polson et al. 2011). Adicionalmente, Lumjuan et al., em 2011,
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relataram que todas as enzimas cGST da classe Epsilon de A. aegypti
apresentam atividade Peroxidasica. Contudo, no caso da AaGSTE7 e da
AaGSTE2, repetidas vezes superexpressas em populacgdes resistentes a Pl
(Strode et al. 2008, Lumjuan et al. 2011), a atividade Peroxidasica ndo €
significativamente maior do que em populagdes suscetiveis. Em outras
palavras, foi possivel correlacionar estas isoformas com a resisténcia a PI,
embora seu mecanismo ndo tenha sido decifrado. Foi ainda proposto o
“sequestro” de piretréides por GST (Kostaropoulos et al. 2001). Estes autores
foram os primeiros a demonstrar a ligagdo de uma molécula de Pl ao sitio ativo
de uma GST, e sugeriram que esta ligacdo contribuisse para a detoxificacdo
destes inseticidas, através da diminuicao do numero de moléculas livres de PI
livres ou da facilitacdo de sua ligagdo a outras enzimas detoxificadoras,
capazes de processa-los.

A atividade de conjugacdo da GST pode ainda conferir resisténcia
aos inseticidas OP. Este mecanismo foi descrito por Hollingworth em 1969.
Embora este estudo ndo nomeasse a GST, a atividade dependente de
glutationa desta enzima foi demonstrada. Posteriormente, foram descritos
varios casos de resisténcia a OP mediada pela capacidade de conjugagao das
GSTs (Sheehan et al. 2001, Enayati et al. 2005, Li et al. 2007).

Em muitos casos de resisténcia a inseticidas, no entanto, as
isoformas de GST especificamente envolvidas neste fenbmeno n&o séao
identificadas. Insetos possuem, tipicamente, muitas isoformas de GST, o que
frequentemente dificulta a identificacdo daquelas que geralmente participam da
resisténcia (Wei et al. 2001). Nos casos em que as observagdes estao
baseadas em estudos moleculares, a resisténcia tem sido principalmente
atribuida a aumentos na quantidade de uma ou mais enzimas GST, seja por
aumento de transcricdo, mecanismo mais frequente, ou por amplificacdo
génica (Enayati et al. 2005).

Nesse sentido, foi demonstrado, em varios insetos, que a maior
atividade de enzimas GST, de maneira geral, parece possuir papel importante
na resisténcia a diferentes classes de inseticidas, como por exemplo, OP
(Plapp 1976, Rodriguez et al. 1999, Wei et al. 2001, Li et al. 2007), OC do tipo
DDT (Ding et al. 2003, Li et al. 2007, Lumjuan et al. 2007, Polson et al. 2011), e
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Pl (Rodriguez et al. 1999, Rodriguez et al. 2005, Li et al. 2007, Montella et al.
2007, Cuamba et al. 2010, Polson et al. 2011).

1.9. Acetilcolinesterase (Ace)

Acetilcolinesterase (EC 3.1.1.7) é uma enzima essencial no sistema
nervoso de todos os animais (Revuelta et al. 2009). Esta enzima esta presente
nas membranas poés-sinapticas, e seu principal papel é interromper a
transmissao nervosa, hidrolisando o neurotransmissor acetilcolina (Figura
1.18a). Esta reacao envolve ataque nucleofilico da serina, do sitio catalitico da
Ace, ao carbono acil da acetilcolina, gerando um intermediario tetraédrico,
estabilizado por ligagbes de hidrogénio, que resulta em colina livre e serina
acetilada (Figura 1.18b). Ao final, a hidrélise do grupo acetila da serina pela
agua recupera o sitio catalitico da enzima (Soreq e Seidman, 2001). Os
produtos finais desta reagéo s&o acido acético e colina (Nabeshima et al. 2003,
Wu et al. 2010).
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Figura 1.18: (a) Esquema da transmissdo nervosa em uma jung¢do sinaptica. Quando um
impulso nervoso alcanga o final de um neurbnio pré sinaptico, a acetilcolina (circulos rosa)
estocada em vesiculas ¢ liberada na fenda sinaptica e interage com seu receptor na membrana
pos sinaptica, causando estimulagdo da fibra nervosa ou muasculo. A enzima
Acetilcolinesterase (triangulos verdes) atua como um agente regulador da transmissao
nervosa, reduzindo a concentragdo de acetilcolina na fenda sinaptica, hidrolisando-a em colina
e acetato, produtos que ndo mais estimulam o neurénio pds sinaptico. Esta figura foi adaptada
de Koolman e Roehm, 2005. (b) Reacdo mediada pela Ace. Primeiramente ha a formagéo do
complexo enzima-substrato (n&do mostrado). Entao, a porgao alcodlica do substrato (colina) é
expelida deste intermediario, e forma-se complexo “acetil-enzima”. Posteriormente, hidrdlise
deste complexo libera a porgédo acida do substrato (acetato) e regenera a enzima. Esta figura
foi extraida de Soreq e Seidman, 2001.
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A Ace faz parte da superfamilia das Serina Esterases. Estas
enzimas exibem em seu sitio catalitico uma triade formada por residuos de
serina, histidina e um aminoacido acido. Uma particularidade da Ace é que,
enquanto em muitas Serina Esterases o grupo acido € um aspartato, na Ace é
um glutamato (Soreq e Seidman 2001). A reagao catalisada pela Ace é
extraordinariamente rapida: uma Unica enzima hidrolisa cerca de 10* moléculas
de substrato por segundo (Soreq e Seidman 2001, Huchard et al. 2006). Seu
sitio ativo reside no fundo de uma fenda profunda e estreita, conforme

mostrado nas Figuras 1.19 e 1.20.
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Figura 1.19: estrutura da enzima Ace. Cristalografia por raios-X identificou o sitio ativo no fundo
de uma fenda (“gorge”) estreita (1), circundada por aminoacidos com cadeias laterais
hidrofébicas. Ao fundo, encontra-se a triade catalitica (2), composta pelas cadeias laterais de
residuos de serina, histidina e glutamato. Ha um sitio de ligagdo a colina (3). Foi também
identificado, por ensaios de mutagénese, um sitio de ligagao periférico (4). Esta figura foi
adaptada de Soreq e Seidman, 2001.

A maior parte das Acetilcolinesterases é ativa na forma de dimeros.
Cada subunidade possui um dominio catalitico de cerca de 500 residuos de
aminoacidos, que precisa ser glicosilado e corretamente dobrado para adquirir
sua conformacdo cataliticamente ativa, além de um pequeno peptideo
C-terminal, de cerca de 30-40 aminoacidos, que determina sua oligomerizagéo

pos-traducional e ancoramento a membrana (Kakani et al. 2011).
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Figura 1.20: estrutura 3D da Ace de Torpedo california, disposta como um diagrama de
Richardson (em fitas). Os residuos aromaticos conservados sdo mostrados em roxo.
Acetilcolina é mostrada (em formato de bolas e bastbes) no fundo da fenda (“gorge”) do sitio
ativo, ligada a ele. Esta figura foi extraida de Dvir et al. 2010.

Em 1988, Hass et al. documentaram a existéncia de uma ancora de
glicofosfatidilinositol (GPI) na por¢ao C-terminal da proteina Ace de Drosophila
melanogaster. Atualmente sabe-se que a Ace de todos os insetos estudados
permanece ligada as membranas celulares por esta ancora GPI (Kakani et al.
2011).

A Ace vem sendo muito estudada por ser o alvo dos inseticidas OP e
CB. A inibicao da Ace por estes inseticidas (Figura 1.21) faz com que a enzima
perca a capacidade de hidrolisar a Acetilcolina e, com isso, a concentragao do
neurotransmissor permanece alta nas jungdes nervosas, causando excitagcado
excessiva, o0 que eventualmente culmina na morte do inseto (Fukuto 1990,
Walsh et al. 2001, Nabeshima et al. 2003, Wu et al. 2010).

i (c)
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Figura 1.21: mecanismo de inibicdo da hidrélise da Ace por um inseticida OP. O inseticida (a),
previamente ativado por uma MFO. se liga a Ace, e é hidrolisado em processo que requer a
adicdo de uma molécula de agua, liberando p-nitrofenol (b). A Ace fosforilada (c) pode tanto
liberar o grupo fosfato e retomar sua atividade catalitica, quanto ficar permanentemente ligada
ao fosfato (aging). Figura adaptada de Wheelock et al. 2005.
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A reacdo com inseticidas CB é relativamente rapida, com hidrolise
do substrato e regeneracdo da enzima livre. No caso de OP, embora a
formacao do complexo fosforilado com a enzima seja rapida, este intermediario
€ estavel ou sua taxa de hidrolise € muito lenta, se tornando, por vezes, uma
etapa limitante (Hemingway e Karunaratne 1998). A meia-vida da regeneragéo
espontanea de uma Ace inibida por um CB é de aproximadamente 30 minutos,
enquanto a de uma Ace inibida por um OP pode levar de muitas horas a dias.
Ha ainda casos em que a Ace ¢ inibida irreversivelmente por OP, ou seja, a
etapa de regeneragao espontanea nao ocorre (Fukuto 1990).

Além da funcao hidrolitica da Ace, atualmente discute-se seu papel
em outras atividades, “ndo classicas”. Algumas dessas atividades sado ainda
sugestbes como, por exemplo, atividade proteolitica intrinseca (Soreq e
Seidman 2001). A presenca de Ace em células e tecidos ndo neuronais e ndo
colinérgicos, juntamente com a diversidade das suas isoformas, estimulam
pesquisas sobre suas outras potenciais fungdes bioldgicas, nao cataliticas.

Existem trés isoformas de Acetilcolinesterase em humanos,
produzidas por splicing alternativo, bem estabelecidas: a isoforma tetraédrica
Ace-S (“S” do inglés “synaptic”), a isoforma dimérica Ace-E (“E” de
“erythrocytic”), ancorada por GPI (expressa no sangue), € a variante Ace-R, (do
inglés ‘read-through”). Todas apresentam a mesma atividade enzimatica, mas
diferem na especificidade de tecido (ja tendo sido encontradas em tecido
hematopoiético, em osteoblastos, leucécitos, entre outros), composicao
multimérica (“multimeric assembly”), e localizacdo celular - secretada,
citoplasmatica, nuclear, ou associada a membrana (Paraoanu e Layer 2008).

Alguns estudos apontam papel nédo catalitico da Ace na adeséao
celular, na ligagdo com laminina-1 (proteina predominantemente de matriz
extracelular), e na diferenciacdo e crescimento de células neurais (Soreq e
Seidman 2001, Paraoanu e Layer 2008). Em humanos, existe relagdo entre
diminuicdo gradual nos niveis de acetilcolina (derivada de atividade excessiva
da Ace) com doengas degenerativas do cérebro, e com deficiéncias cognitivas
e neuromotoras progressivas (Balasubramanian e Bhanumathy 1993, Grisaru
1999, Soreq e Seidman 2001). Foi inclusive demonstrado que inibicdo parcial
da atividade colinesterasica no cérebro se mostra util no tratamento dos

sintomas da doenca de Alzheimer, por exemplo (Auletta et al. 2010, Bartolucci
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et al. 2010). No entanto, de nosso conhecimento, com relagdo a insetos,
apesar de que ha relato de envolvimento da Ace na neurogénese em D.
melanogaster (Huchard et al. 2006), estes papéis da enzima sdo pouco
documentados.

Comparacédo de sequéncias e analises filogenéticas indicam que a
maioria dos insetos apresenta dois genes ace (Jiang et al. 2009b),
denominados ace-1 e ace-2 (Weill et al. 2002, Benting e Nauen 2004, Jiang et
al. 2009b, Kakani et al. 2011, Wu et al. 2010). Ha indicios que ace-1, que esta
relacionado com a resisténcia a inseticidas na maior parte dos insetos,
inclusive em mosquitos (Weill et al. 2002, Cassanelli et al. 2006), seja o gene
ancestral (Huchard et al. 2006). Os Diptera Cyclorrapha (moscas), no entanto,
constituem excegédo, uma vez que perderam o gene ace-1 ao longo de sua
evolugao (Weill et al. 2002, Huchard et al. 2006). Moscas tém apenas um gene
ace, que desempenha a fungado colinérgica — e, portanto, tem relacdo com
resisténcia neste grupo (Fournier et al. 1993, Mutero et al. 1994, Zhu et al.
1996, Vontas et al. 2002). Durante algum tempo, o fato de ter sido da mosca D.
melanogaster o primeiro gene ace a ser isolado em insetos (Hall e Spiere
1986), gerou alguma confusao na literatura, com a nomenclatura (exemplos em
Pang et al. 2009, Nabeshima et al. 2003 e Nabeshima et al. 2004). Hoje,
porém, O unico gene ace de moscas € denominado ace-2 (Huchard et al.
2006).

O primeiro indicio de que o gene ace de Drosophila codificava uma
Ace funcional nas sinapses colinérgicas foi a identificacdo de mutacbes
pontuais que geravam insensibilidade frente a OP e CB (Fournier et al. 1993,
Mutero et al. 1994). Posteriormente, foram caracterizadas mutag¢des envolvidas
com a resisténcia a inseticidas em genes ortdlogos ao ace de D. melanogaster
nos insetos Musca domestica, Leptinotarsa decemlineata e Bactrocera oleae
(Zhu et al. 1996, Walsh et al. 2001, Vontas et al. 2002).

O papel fisiolégico de cada uma das duas Acetilcolinesterases em
alguns insetos ainda n&o esta claro. No entanto, Revuelta et al. (2009),
analisando os dois genes ace de Blattella germanica por meio de RNA de
interferéncia e PCR quantitativo, demonstraram que o produto do gene ace-1 é
o principal responsavel pela hidrdlise fisioldgica de acetilcolina: cerca de 65-

75% de toda a atividade colinesterasica neste modelo. A contribuicdo da Ace-2
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nesta reagao foi moderada, mas significativa, o que sugere uma atividade baixa
ou restrita a alguns poucos tecidos. Em C. pipiens, ensaios enzimaticos com
Ace recombinantes e acetiltiocolina também nao foram capazes de detectar
atividade hidrolitica de Ace-2, sugerindo atividade enzimatica muito baixa ou
muito localizada desta espécie molecular; foi proposto que em C. pipiens o
papel de Ace-2 na atividade colinesterasica das sinapses seja muito pequeno
(Huchard et al. 2006), o que estda em consonancia com os achados de Revuelta
et al. (2009).

Em A. aegypti, nosso modelo de estudo, a clonagem e
caracterizacao do gene ace-1 foi publicada recentemente, tendo apresentado
identidade maior do que 90% com Culex spp, e de cerca de 80% com A.
gambiae (Mori et al. 2007).

Recentemente, foi proposto um critério para facilitar a tipagem dos
genes ace-1 e ace-2 em insetos, baseado na comparagdo de sequéncias
peptidicas unicas de cada gene. A aplicagao deste critério sobre 18 espécies
de insetos revelou menor conservacéo do ace-1, provavelmente por ser o gene
ancestral; alternativamente, a maior conservagao de ace-2 pode sugerir fungéo
bioldgica relevante, ainda desconhecida (Li et al. 2010). Estes resultados estao
de acordo com Huchard et al. (2006).

1.9.1. Resisténcia a inseticidas mediada pela Ace

Fournier et al.,, em 1992 e 1993, mostraram que tanto mudancgas
qualitativas quanto quantitativas na atividade da Ace poderiam gerar cepas de
D. melanogaster resistentes a inseticidas. Nesta espécie, no entanto, mutagdes
qualitativas individuais de seu gene ace-2 produzem baixo grau de resisténcia,
enquanto razdes de resisténcia altas s6 sdo observadas quando as
substituicdes estdo combinadas (Mutero et al. 1994, Miyo e Oguma 2010). Por
outro lado, em mosquitos, mutagdes individuais na regido codificante do gene
ace-1 sdo capazes de reduzir muito a sensibilidade desta enzima aos
inseticidas (Weill et al. 2003, 2004, Nabeshima et al. 2004, Alout et al. 2008,
Mori et al. 2007).

A mutacgao “classica” de ace-1 de mosquitos que confere resisténcia

a inseticidas € a G119S (as posig¢des deste gene sdo dadas sempre de acordo
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com nomenclatura de Torpedo california), que consiste de substituicdo de
glicina por serina (Weill et al. 2003). Embora ndo tenha sido detectada no
género Aedes, esta presente em varias populacbes de pelo menos duas
espécies do género Anopheles e duas do género Culex (Weill et al. 2004,
Labbé et al. 2007b). A relagdo entre resisténcia e uma mesma mutagdo em
diferentes géneros de mosquitos sugere grande conservacdo de estrutura e
funcao (Huchard et al. 2006). Modelagem tridimensional confirmou localizagao
deste residuo, 119, no interior da fenda do sitio ativo da enzima, préximo ao
sitio catalitico (Weill et al. 2003).

Acompanhamento de populagdes de mosquitos C. pipiens da regiao
de Montpellier, Franga, indicou que a substituicdo G119S do gene ace-1 era
vantajosa apenas nas areas tratadas com inseticidas, e apenas nas épocas do
ano em que havia aplicagcdo. Uma série de trabalhos sobre esta regido
relaciona a presenga da mutagcdo G119S com diminuicao do “fitness” desses
mosquitos, referida pelos autores como um “custo” da resisténcia, quando na
auséncia de inseticida (Lenormand et al. 1999, Lenormand e Raymond 2000,
Labbé et al. 2007a). Corrobora estas observag¢des a detecgcédo de duplicagao do
gene ace-1, associada a substituicao G119S em heterozigose, o que contribui
para diminuir os efeitos colaterais deletérios deste alelo; esta duplicagdo se
espalhou pela populagéo estudada (Labbé et al. 2007a, b).

As outras substituicdes no gene ace-1 associadas com resisténcia a
inseticidas em mosquitos sédo: a F331W, em Culex tritaeniorhynchus, que
consiste de substituicdo de fenilalanina por triptofano (Hemingway et al. 2004,
Nabeshima et al. 2004), e a substituicdo de fenilalanina por valina na posi¢cao
290 de C. pipiens da llha de Chipre, no Mar Mediterraneo (Alout et al. 2008).
Nos dois casos, ha indicios de que os residuos substituidos estejam
localizados em regido proxima ao sitio ativo da enzima (Hemingway et al. 2004,
Cassanelli et al. 2006).

Ha dois relatos de substituicbes de aminoacidos em posicéo
homologa a F331W em outros artrépodes, pragas de diferentes culturas: no
afideo Mysus persicae (Nabeshima et al. 2003) e no acaro Tetranychus urticae
(Anazawa et al. 2003). A substituicdo F290V também foi descrita em outro
inseto, neste caso uma cepa da mariposa Cydia pomonella selecionada em

laboratério com o OP azinphos-metil (Cassanelli et al. 2006).
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A presenga, em populagdes de mosquitos de todo o mundo, de
apenas trés mutacbes no gene ace-1 que apresentam relacdo com a
resisténcia a inseticidas, sugere grandes restrigdes conformacionais na enzima.
A substituicdo G119S, por exemplo, presente nas populacbes de Culex e
Anopheles, se disseminou globalmente. No entanto, € interessante notar que,
de nosso conhecimento, em A. aegypti nunca houve relato desta mutacao
(Weill et al. 2004, Labbé et al. 2007b, Mori et al. 2007). Weill et al. (2004)
documentaram que a glicina 119 da Ace-1 de 26 populagdes de A. aegypti,
coletadas em 12 paises, € codificada pelo codon GGA, enquanto um cédon
GGC foi encontrado na maioria das espécies de mosquitos Culex e Anopheles
analisadas. Como o codon para serina mais proximo € o AGC, seriam
necessarias duas mutagdes, a partir do cédon GGA, para substituir glicina por
serina nesta espécie. O mesmo codon GGA se repete para todas as espécies
do género Aedes, com excecao de A. albopictus. O mesmo tipo de “restricao”
ocorre na posi¢ao 331 do gene ace-1 de A. aegypti, tornando menos provavel a
ocorréncia da substituicdo F331W, mas ndo na substituicdo F290V, que requer
apenas um evento de mutacao (TTT para GTT) (Mori et al. 2007).

Substituicbes no gene ace-1 de diferentes insetos, pragas da
agricultura, relacionadas com resisténcia, foram descritas, como as
substituicdes S431F e A302S em Aphis gossypii (Benting e Nauen 2004),
associadas com a resisténcia ao OP ometoato e ao CB pirimicarb, ou a
substituicdo A201S, no lepidoptera Chilo suppressalis, fortemente
correlacionada com a resisténcia ao OP triazophos (Jiang et al. 2009a).

Recentemente, a resisténcia a inseticidas também foi associada a
delecéao de trés glutaminas na regidao C-terminal da cadeia peptidica da enzima
Ace, longe de seu sitio catalitico. Kakani et al. (2011) demonstraram que esta
alteracdo aumentou a eficiéncia das modificagcdes pds-traducionais que levam
ao ancoramento via GPI da Ace, acarretando em maior numero de moléculas
de Ace nas membranas celulares e, em consequéncia, reducdo da
sensibilidade a inseticidas. Este estudo foi feito em Bactrocera oleae, inseto
que apresenta apenas 0 gene ace-2. Ainda assim, aponta para a importancia
potencial de mutacdes fora do sitio catalitico das Acetilcolinesterases. Em outro

estudo, Wu et al. (2010) correlacionaram aumento na expressao do gene ace-1
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com maior pressao de selegdo com inseticidas OP, em populag¢des selvagens
do psocoptera Liposcelis paeta.

Foi demonstrado ainda que as mutacdes presentes na Ace de D.
melanogaster conferem niveis similares de insensibilidade ao OP, quando
introduzidas, através de mutacao sitio-dirigida, no gene ace-2 do mosquito A.
aegypti, clonado em baculovirus e expresso em células Sf21 (Vaughan et al.
1997). Em 2006, foi descrita insensibilidade da Ace de uma cepa de A. aegypti
selecionada em laboratorio, com o CB propoxur, por 13 geracdes. Neste
trabalho os autores observaram correlacdo entre o processo de selecdo e o
aumento na frequéncia de individuos com Ace alterada, verificada através de
ensaio bioquimico (Bisset et al. 2006). Intriga que neste trabalho, sem
desdobramentos posteriores, ndo se observou resisténcia cruzada a outros OP.
Recente relato de insensibilidade da Ace, detectada por meio de ensaios
bioquimicos realizados com a metodologia de nossa equipe, em quatro
populagdes de campo de A. aegypti de Trinidad, resistentes a OP (Polson et al.
2011), sera discutido no item 4.2.

Na presente dissertacdo ndo foi observada qualquer alteragcdo na
sensibilidade da Ace, quando na presenca de inibidor, o CB propoxur, nas
populagdes brasileiras de A. aegypti analisadas. Por outro lado, nossas
investigacbes apontaram para uma maior atividade da Ace, em seis das 15

populagdes analisadas.

1.10.Canal de Sédio Regulado por Voltagem

O canal de sb6dio € uma proteina transmembranar que consiste de
quatro dominios homologos (I — V), cada qual com seis segmentos
hidrofébicos (S1 — S6). Em insetos, existe apenas um gene que codifica esta
proteina, comumente referido como gene para ou Nay (Martins et al. 2009).

Na fisiologia normal da transmissdo de um impulso nervoso, 0s
canais de sédio se abrem e fecham, gradualmente ao longo do axénio, o que
permite o influxo de ions sddio para o citosol do neurbnio e faz com que o

impulso seja transmitido (Figura 1.22).
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Figura 1.22: esquema da transmissdo nervosa. Na passagem do impulso nervoso de um
neurbnio a outro sdo produzidas vesiculas sinapticas (circulos brancos), que liberam o
neurotransmissor excitatorio acetilcolina (triangulos verdes) para a fenda sinaptica. A
acetilcolina, por sua vez, se liga a um receptor préprio no neurdnio pds-sinaptico (em verde).
Ao ser estimulado, uma pequena regido da membrana do neurbnio pés-sinaptico se torna
permeavel ao sddio (que tem carga positiva), pois ocorre a abertura dos canais de sédio. Como
a concentragdo deste ion é maior fora da célula, ocorre um influxo do mesmo. A entrada do
soédio & acompanhada pela saida de alguns (poucos) ions potassio (que tem carga negativa).
Esta inversdo de cargas vai sendo transmitida ao longo do axénio, promovendo também, a
transmissdo do impulso. Posteriormente, ocorre o fechamento ou inativagdo dos canais de
sodio, sendo estes ions bombeados ativamente para fora da célula nervosa através da bomba
de sddio e potassio, fazendo com que o meio intracelular volte a ficar com mais ions potassio
(eletronegativo), em processo denominado de repolarizacdo. Nesse ponto diz-se que o
neurdnio se encontra em repouso.

Os canais de sodio sédo alvo de inseticidas Pl e de OC do tipo DDT.
Estes compostos se ligam a cavidade hidrofébica do dominio Il, fazendo com
que o canal permaneca na conformacdo aberta, o que, por sua vez, faz com
que a transmissdao do impulso nédo cesse. Esta hiperestimulagdo do sistema
nervoso promove excitagao e convulsdes, podendo ainda culminar em paralisia
instantanea e queda (“knock-down”) do inseto (Garcia et al. 2009).

Varios casos de resisténcia a Pl em insetos tém sido relatados na
literatura (Hemingway e Ranson 2000, Hemingway et al. 2004, Pereira-da-
Cunha et al. 2005, Montella et al. 2007, Martins et al. 2009). Nos casos em que
a resisténcia € causada por algum tipo de mutagao no gene Nay, € comumente
referida como “resisténcia knock-down” (kdr). No entanto, este € um termo
genérico que deve ser apenas aplicado aos insetos que nao sofrem paralisia
momentanea (Garcia et al. 2009). E tipico, no caso da “resisténcia knock-
down”, que a mesma nao seja afetada pelo uso de sinergistas que inibem as

enzimas detoxificadoras Esterases ou MFO.
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Acredita-se que o fendtipo kdr mais comum em insetos seja
consequéncia da substituicdio de uma isoleucina, na posigcdo 1014 (a
numeracao é sempre definida de acordo com a sequéncia primaria do Na, de
M. domestica), por uma fenilalanina (Wondji et al. 2008, Kawada et al. 2009,
Martins et al. 2009). Esta mutagao se localiza no segmento S6 do dominio Il, e
esta relacionada com resisténcia a Pl (Wondiji et al. 2008). Entretanto, mutacéo
nesta posicdo ainda nao foi encontrada em A. aegypti (Garcia et al. 2009,
Kawada et al. 2009, Martins et al. 2009). Por outro lado, foi encontrada
substituigdo de uma valina por uma isoleucina na posi¢ao 1016, que também
contribui para a resisténcia a Pl, em populagdes de A. aegypti do México
(Garcia et al. 2009) e do Brasil (Martins et al. 2009). Recentemente, foi descrita
também outra substituicdo, F1534C, fortemente relacionada a resisténcia a PI
em A. aegypti das llhas Cayman (Harris et al. 2010) e da Tailandia (Yanola et
al. 2011). Ha indicios que esta mutacdo também esteja presente nas

populagdes brasileiras (Laficave, dados nao publicados).

1.11.Expressdo das Enzimas Detoxificadoras ao Longo do

Desenvolvimento dos Insetos

Um dos objetivos desta dissertagéo foi averiguar os mecanismos de
resisténcia metabdlica durante o desenvolvimento do A. aegypti. Por isso,
fizemos levantamento bibliografico sobre o tema, em A. aegypti € nos
mosquitos dos géneros Culex e Anopheles.

Contudo, dos 43 artigos encontrados que relataram, através de
diferentes abordagens experimentais, a atividade e/ou quantificagcdo de
Esterases, GST e MFO em mosquitos, apenas oito utilizaram mais do que um
ponto do desenvolvimento de seus modelos. Destes, detalhados na Tabela 1.3,
um utilizou espécimes apenas do estagio adulto (Mourya et al. 2003), outro
empregou espécimes do 4° instar larvar e do estagio pupal (Bai et al. 2007),
dois usaram espécimes do 4° instar larvar e do estagio adulto (Strode et al.
2008, Marcombe et al. 2009), e os outros quatro usaram espécimes dos
estagios larvar, pupal e adulto (Lima-Castelani et al. 2004, Souza-Polezzi e
Bicudo 2005, Kasai et al. 2009, Lumjuan et al. 2011).
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Tabela 1.4: dindmica da resisténcia metabdlica ao longo do desenvolvimento em
mosquitos. Apresentacao de oito artigos que utilizaram mais de um ponto do ciclo de
vida de seus modelos de estudo.

artigo enzima(s) avaliada(s) ponto fisiolégico testado modelo de estudo ir?é)isildﬂ;
Mourya et al. 2003 ESTs a, B, GST e Ace Q@ de 1, 5,10, 15, 20, 25 e 30 DVA A. aegypti individual
Lima-Castelani et al. 2004 ESTs a, B e Ace L2,3e4,PeAs A. aegypti ind + pool
Souza-Polezzi e Bicudo 2005 ESTs a, B e Ace L4,PeAs A. aegypti individual
Bai et al. 2007 JH-EST L4 inicial e pupas, de 3 em 3h A. aegypti pool
Strode et al. 2008 MFO, GST e CCE * L4 e As de 2 ou 3 DVA A. aegypti pool
Marcombe et al. 2009 MFO, GST e CCE * L4 e As de 3 DVA A. aegypti pool
Kasai et al. 2009 GST L1,2,3e4,P,As (1,3 e 7 DVA) C. quinquefasciatus ?7?
Lumjuan et al. 2011 GST L4, P e As 1DVA A. aegypti pool

JH-EST: Esterase de horménio juvenil. EST a, B: Esterases quantificadas com os substratos a-
e B-naftil; Ace: Acetilcolinesterase, CCE: Carboxicolinesterases. (*) avaliagdo de genes que
codificam as enzimas relacionadas. L, L3 L4, P, As e @: 2° 3° e 4° instares larvais, pupas,
mosquitos adultos de ambos os sexos, e fémeas. DVA: dias de vida adulta. ind: individual. “??”:
sem informacgao sobre o uso de espécimes individuais ou em pool.

Bai et al. (2007) demonstraram, usando horménio juvenil lll como
substrato, que os niveis de atividade de JH-EST de A. aegypti crescem
gradualmente durante o 4° instar larvar, alcangando pico de atividade 42 h
apos a ecdise L3:L4, mantido até a pupagado. Lima-Castelani et al. (2004) e
Souza-Polezzi e Bicudo (2005), do mesmo grupo de pesquisa, relataram, por
meio de géis de poliacrilamida de atividade, maior numero de isoenzimas de
Esterases no estagio larvar do que nos estagios pupal e adulto de A. aegypti.
Mourya et al. (1993), por sua vez demonstraram, com fémeas adultas de quatro
cepas de A. aegypti mantidas em laboratério, que a atividade de GST, mas n&o
de Esterases ou da Ace, declina com a idade. Lumjuan et al. (2011) indicaram,
através de PCR quantitativo e imunoblotting, que a expressdo dos genes
GSTE2 e GSTE7, apesar de aumentada nas cepas de A. aegypti resistentes a
Pl e DDT em relagdo ao controle susceptivel, ndo sofreu mudangas ao longo
do desenvolvimento. Em 2009, Kasai et al. sugeriram regulacado diferenciada
para quatro transcritos alternativos de GSTD1, em C. quinquefasciatus. Os
autores demonstraram, através de microarranjo e PCR quantitativo, que os
transcritos CqGSTD1-1 e CqGSTD1-4 sao constitutiva e altamente expressos
em larvas (L4), pupas e adultos, enquanto os transcritos CqGSTD1-2 e
CqgGSTD1-3 s6 sao expressos em pupas. Strode et al. (2008), por sua vez,

identificaram, através de um microarray que usou o “A. aegypti detox chip’,
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genes CYP e GST significativamente mais expressos na cepa IM (Isla Mujeres,
México), resistente a PIl, que na cepa suscetivel NO (New Orleans). Estes
genes apresentaram expressao diferencial, quantitativa e qualitativamente,
entre larvas e adultos, sendo a expressao maior em adultos. Marcombe et al.
(2009), usando o mesmo “A. aegypti detox chip” (atualizado para um total de
290 genes) e PCR em tempo real quantitativo, também detectaram expresséao
diferencial de genes CCE, GST e principalmente CYP entre larvas e adultos de
outra populacdo resistente a Pl (proveniente da Martinica). Contudo, neste
caso, maior expressao foi detectada em larvas. Os autores sugerem que
enzimas particulares podem estar mais especificamente envolvidas com a
resisténcia a Pl nos diferentes estagios de vida do vetor.

As analises mostradas no capitulo 4.2 desta dissertacdo buscaram
comparar larvas e adultos, em varios pontos do desenvolvimento. Além disso,
foi usada a cepa padrao de suscetibilidade Rockefeller, e duas populacdes de

campo, resistentes a OP e PI.
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1.12. Justificativa do Trabalho

No ambito do monitoramento da resisténcia de populagdes de A.
aegypti no Brasil, € possivel detectar relacdo entre a variagao temporal dos
mecanismos de resisténcia metabdlica e o historico de utilizagao de inseticidas.
Contudo, quando populacdes individuais sdo analisadas, pontualmente, as
correlagdes entre os resultados dos bioensaios (que quantificam a resisténcia)
€ 0s ensaios bioquimicos (que quantificam os mecanismos de resisténcia) séo
menos evidentes (Montella et al. 2007). Na maior parte destes casos nao
parecia haver alteracbes individuais que pudessem ser usadas como um
“‘diagnéstico” da resisténcia. Até entdo os ensaios quantitativos eram,
realizados com larvas, enquanto os ensaios bioquimicos, com adultos. Uma
possivel explicagcao foi a de que diferengas na atividade enzimatica ao longo do
desenvolvimento de A. aegypti poderiam ter contribuido, ao menos
parcialmente, para esta falta de correlagdo. Além disso, no campo, sao
aplicados inseticidas de classes diferentes sobre larvas e adultos,
potencialmente elicitando mecanismos distintos durante esses dois momentos
do ciclo de vida do vetor. Por isso, a comparagao dessas duas abordagens
metodoldgicas, num mesmo estagio do vetor, era uma questdo significativa,
nao apenas em termos académicos, mas também para a Rede MoReNAa, que

o Laficave lidera.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Investigar o padrdo temporal de atividade de enzimas relacionadas com a
resisténcia de populacdes brasileiras de Aedes aegypti a inseticidas, durante o

desenvolvimento do vetor.

2.2. Objetivos Especificos

1) Avaliar a atividade das enzimas Esterases, GST, MFO e ACE, relacionadas
com a resisténcia a inseticidas, durante o ciclo de vida de populacdes
naturais do vetor.

1.1) Finalizar a padronizagao dos ensaios bioquimicos de quantificagao de
tais enzimas para larvas, usando a cepa Rockefeller, padrao
internacional de suscetibilidade a inseticidas.

1.2) Quantificar a atividade das enzimas mencionadas durante o ciclo de
vida do A. aegypti, na cepa Rockefeller e em duas populagdes

naturais resistentes a inseticidas.

2) Detalhar, na metodologia Laficave de quantificagdo das enzimas
envolvidas com a resisténcia, o ensaio para a Acetilcolinesterase, de forma

a avaliar a sensibilidade do teste.
3) Quantificar os principais mecanismos de resisténcia em larvas e adultos

das populagdes naturais brasileiras do vetor, e correlacionar com o status

de resisténcia obtido com os bioensaios.
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3. MATERIAIS E METODOS

A parte experimental desta dissertagdo se concentrou nos ensaios
bioquimicos para quantificagdo da atividade de enzimas classicamente
envolvidas com a resisténcia a inseticidas. No entanto, também séao
apresentados outros aspectos do perfil de resisténcia das populagoes
investigadas, o que inclui ensaios bioldgicos, que quantificam a resisténcia das
populagdes frente aos inseticidas usados no controle de Aedes aegypti no
Brasil, e também ensaios moleculares, que detectam a presenga de mutacéo
na posi¢ao 1016 do gene que codifica o canal de sédio — alvo de inseticidas Pl
usados no controle de mosquitos adultos. Tanto os ensaios biolégicos quanto
os moleculares foram executados pela equipe do laboratério, de acordo com

procedimentos padrao, e serdo descritos apenas brevemente.

3.1. Coleta de Ovos

A coleta de ovos de A. aegypti é feita por meio de ovitrampas (Braga
et al. 2000), seguindo o protocolo definido para coleta no campo das
populagdes do vetor que sdo submetidas ao monitoramento da resisténcia a
inseticidas (Lima et al. 2003, MS-SVS 2008), por solicitacdo da Secretaria de
Vigilancia em Saude, Ministério da Saude (SVS-MS) a Secretaria de Saude de
cada Estado. Os ovos provenientes destas coletas sao entdo colocados para
eclodir no laboratério, e as larvas, criadas para obtengao de adultos (FO). Apos
triagem dos mosquitos da espécie A. aegypti, sdo feitas alimentacbes
sucessivas para obtencdo de ovos (F1), com os quais 0os ensaios sao
realizados.

A cepa Rockefeller, mantida continuamente em laboratério, € usada
para calibracdo dos testes e como controle interno de todos os ensaios. Essa
cepa foi originalmente estabelecida em 1959 e é padrao de susceptibilidade a

inseticidas para a espécie A. aegypti em todo o mundo (Hartberg e Craig 1970).
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3.2. Populagées de Campo Avaliadas

Nesta dissertagao foram utilizadas 17 populagbes brasileiras de A.
aegypti, coletadas de 2008 a 2010 (Tabela 3.1). Serdo apresentados trés tipos
de resultados: 1) detalhamento do ensaio com a Acetilcolinesterase; 2)
quantificacdo enzimatica ao longo do ciclo de vida do A. aegypti; e 3)
monitoramento da resisténcia a inseticidas em populagbes de campo do vetor.
Em fungdo de acordo de confidencialidade com a SVS-MS, os nomes das

populagdes foram substituidos por letras, indicadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: codificacado das populagdes de campo de A. aegypti utilizadas na
dissertacao.

ensaio
AChE ciclo de vida pop. naturais
X

regiao ano coleta codificagdo

2010
2009
2010
2008
2009
2009
2010
2009
2009
2010
2009
2008
2009
2009
SE 2008

2008
2008 X

Regibdes: Norte (N); Nordeste (NE); Centro Oeste (CO); e Sudeste (SE).

AChE: detalhamento do ensaio de Acetilcolinesterase (segéo 4.1).

Ciclo de vida: atividade das enzimas envolvidas com a resisténcia ao longo do ciclo de vida do

A. aegypti (secéo 4.2).

Pop. naturais: mecanismos de resisténcia em populagdes naturais de A. aegypti (secéo 4.3).

NE

X X X X X [IX X X X

x

co

IO OVOoOZIErr|«“—TOmTMMOO ®@ >
x

X X X X X

3.3. Bioensaios
No laboratério, a geragao F1 das populagbes de campo é analisada

por meio de bioensaios que quantificam a resisténcia aos inseticidas OP e PI

empregados no campo. Os bioensaios com OP seguem os parametros e
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procedimentos descritos pela OMS (1981), enquanto os testes com Pl estédo
sendo atualmente realizados de acordo com modificagdo, pelo Laficave, de
metodologia que usa papéis impregnados com inseticidas (OMS 1998). Para
cada populacao sao feitos de trés a quatro testes, em dias diferentes. Cada
bioensaio consiste na exposicdo dos espécimes a um espectro de
concentragdes (no minimo oito) de determinado inseticida, de modo a obter os
valores das doses efetivas (concentragoes letais - CLs). Apds a realizagao dos
ensaios, as doses efetivas (CLsg, CLgp € CLgg) s&o calculadas com o auxilio do
software Polo - PC via analise probit (Raymond, 1985).

As populacbes de A. aegypti de diferentes localidades do Brasil
investigadas neste trabalho foram submetidas aos testes dose-resposta para
monitoramento da resisténcia ao inseticida OP temephos, no estagio larval, e
ao PI deltametrina no estagio adulto. Os resultados dos ensaios quantitativos
sdo expressos como a razao de resisténcia (RR) da populagao sob teste em
comparagao com Rockefeller. Para o calculo, divide-se a CL da populagao pela
CL equivalente da cepa-referéncia de suscetibilidade. Nesta dissertacdo seréao
apresentados os valores das RRsp, RRgs € RRgg. Além disso, foram atribuidas
cores a estes resultados: verde, que indica suscetibilidade (RR até 3); amarelo,
que indica resisténcia moderada (RR entre 3 e 10); e vermelho, que indica
resisténcia alta (RR maior que 10).

Para algumas populagdes, apenas ensaios qualitativos com adultos
foram feitos: os espécimes foram expostos a uma dose diagndstica que, neste
ensaio especifico, corresponde a duas vezes a Clgg para a cepa Rockefeller,
concentragao letal que mata 99% dos individuos. Os resultados dos bioensaios
qualitativos sdo expressos em percentual de mortalidade. As populacdes
submetidas a estes ensaios foram classificadas, de acordo com critério
proposto por Mazzari e Georghiou (1995), como suscetiveis, com resisténcia
incipiente, ou resistentes, quando o percentual de mortalidade era superior a

98%, entre 80 e 98%, ou abaixo de 80%, respectivamente.
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3.4. Ensaios Moleculares

As populagdes estudadas nesta dissertagdo foram submetidas a
ensaios para detecgédo de alteracdo em uma posicédo especifica do gene que
codifica o canal de sodio regulado por voltagem de A. aegypti (AaNay) -
posicao 1016, que resulta em substituicido de uma valina por uma isoleucina.
Esta mutacdo, Val1016lle, foi previamente relacionada com resisténcia a
inseticidas piretréides e sera por vezes nomeada aqui como mutacao kadr
(“knock-down resistance”). O procedimento foi feito como descrito por
Saavedra-Rodriguez et al. 2007 e Martins et al. 2009.

A genotipagem foi feita com DNA genémico extraido de mosquitos
adultos (preferencialmente machos) de cada populagdo. O racional da técnica
€ 0 uso nao de um, mas de dois “primers” reversos, um especifico para o
aminoacido Valina e o outro para Isoleucina. Estes possuem extensdes de
suas caudas GC de tamanhos variados. Com isso, os produtos da PCR diferem
em 20 pb, e a eletroforese em gel de poliacrilamida (10%) permite a
identificacdo de cada gendtipo individual, seja ele homo ou heterozigoto.

Uma vez que esta mutacdo tem carater recessivo (Saavedra-
Rodriguez et al. 2007), e que portanto, para se manifestar (promover resisténcia
a PIl), precisa estar em homozigose, é relevante que se conhega, nas
populagdes, a frequéncia do alelo 1016lle e dos individuos com gendtipo
1016lle/lle. Para tanto, os resultados sao expressos em frequéncias alélica e
genotipica.

Com relagdo ao numero de amostras, cerca de 30 individuos (60
alelos) sdo analisados. Contudo, quando o alelo mutante ndo é detectado, um
numero maior de amostras € processado, para garantir maior confiabilidade

estatistica.

3.5. Ensaios Bioquimicos

3.5.1. Preparacgao de larvas e de mosquitos adultos
Ovos de Aedes aegypti foram postos para eclodir por no maximo

uma hora, em estufa do tipo BOD (“Biological Oxygen Demand”) a 28 °C. Os

65



espécimes foram mantidos em temperatura controlada (28 °C £ 1), a densidade
de 1.000 larvas por bacia em 1L de agua desclorada. A cada trés dias, de
acordo com critérios de criagao previamente definidos no laboratério (Ribeiro
2006), 1 g de comida (ragéo para gatos, marca Purina Friskies) era adicionado
as bacias.

Para a obtencdo de adultos, os espécimes eram mantidos nas
bacias até a pupacdo, sendo entdo colocados em copinhos com capacidade
para 50 mL, e transferidos diariamente para gaiolas de papeldo (16,5 cm de
didmetro por 17,5cm de altura), onde permaneciam até que os adultos
emergissem e pudessem ser separados para avaliagdo. Para os adultos era
oferecida solugéo de agucar comercial a 10% (p/v) ad libitum. Em todos os
casos 0s espécimes eram acondicionados a -80 C antes da avaliagao.

Para o monitoramento das populacdes de campo, foram analisadas
larvas, de 72 horas apds a eclosao (L3 finais ou L4 iniciais), e fémeas, de um
dia de vida adulta. Devido a problemas técnicos, para oito populagbes apenas

ensaios com adultos foram realizados.

3.5.1.1. Definicdo dos pontos para avaliacdo durante o desenvolvimento

Para a realizacdo destes ensaios, a criagdo das larvas seguiu as
recomendagdes acima, com duas alteragdes, para garantir maior sincronia: a
contagem de larvas para a formagao das bacias comegou 20 minutos apds o
inicio da eclosao, e foi utilizada densidade de 500 larvas por bacia.

Foram usados intervalos de seis horas para as coletas do 3° instar, e
de 12 horas no 4° instar (Figura 3.1). No 3° instar foi feita coleta do ponto 54
horas apds a eclosdo (HAE), quando ha larvas L3 intermediarias; e dos pontos
60, 66 e 72 HAE. Foram coletados os pontos 80 e 84 HAE, quando ocorre a
transicdo L3/L4, e também os pontos 96, 108, 120, 132 e 144 HAE, ja
correspondentes ao 4° instar larvar.

Para as coletas no estagio adulto, as pupas eram transferidas para
gaiolas de papeldo. Em cada gaiola, eram mantidos apenas os adultos que
tivessem emergido em intervalo de 24 horas. Os adultos eram mantidos dentro
do insetario, a 26 +1 °C e umidade relativa de 70-75%. Mosquitos machos e
fémeas foram coletados diariamente, até o 5° dia de vida adulta (DVA). Coletas

subsequentes foram feitas, a cada trés dias, até o 29° DVA.
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Com este procedimento, foram coletados, no total, 11 pontos no

estagio larvar e 13 de cada género no estagio adulto (Figura 3.1).

‘ 1 2345 811 14 17 20 23 26 29 (4,

L4 inicial L4 final \ Y )

Coleta de machos & fémeas em cada ponto

L3 int L3 final

4° instar
1 Ll

_ 3° instar
-

Figura 3.1. Detalhamento dos pontos de coleta de A. aegypti ao longo do desenvolvimento e
durante a fase adulta, para os ensaios bioquimicos.

3.5.2. Quantificagao das atividades enzimaticas em mosquitos adultos

A metodologia de avaliagdo bioquimica dos mecanismos de
resisténcia em mosquitos adultos padronizada no laboratorio resultou da
comparacgao entre os métodos recomendados pelo Centers for Disease Control
(CDC) (Insecticide Resistance Workshop 1998) e pela OMS (Hemingway 1998)
e foi tema de um livro (Valle et al. 2006), publicado pela Fiocruz em parceria
com a SVS-MS.

De cada populacado sao analisados, em média, 80 a 120 mosquitos
individuais. Em cada ensaio sdo usadas 45 fémeas (40 da populagdo a ser
testada e cinco da cepa Rockefeller, como controle interno dos ensaios), nao
alimentadas, de um dia de idade adulta. Cada mosquito € homogeneizado em
300 uL de agua deionizada (Milli Q) e o teste para cada enzima é feito em
duplicata. As reagdes sao feitas em microplacas de 96 pocos, e a absorbancia
é lida em leitor de microplacas modelo VersaMax e/ou SpectraMax (Molecular
Devices). O homogenato de cada fémea €& submetido a quantificacdo
simultdnea da atividade das enzimas: Esterases, com os substratos acetato de
a-naftil (“a-EST”), de B-nafti (‘B-EST”), e de p-nitrofenil (“oNPA-EST”);
Oxidases de fungdo mista (MFO); Glutationa-S-transferases (GST);
Acetilcolinesterase (Ace). Todas participam da detoxificacdo de inseticidas,
com excecao de Ace, que é alvo de OP e CB. Dosagem de proteinas totais
(PTN) de cada individuo também & realizada, para normalizacdo das
atividades.

Os valores de atividade enzimatica das populagdes sdo comparados

com a cepa Rockefeller.
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3.5.3. Quantificagao das atividades enzimaticas em larvas de A. aegypti
Adaptamos, para larvas, o protocolo descrito originalmente para
adultos (Valle et al. 2006). Varios parametros foram analisados, como indicado

abaixo.

3.5.3.1. Pardmetros modificados

a) Criagao sincronizada e congelamento dos espécimes

O procedimento de eclosédo dos ovos e criagao das larvas segue as
recomendagdes descritas no item 3.5.1. O congelamento das larvas é feito 72
HAE, quando existem, na bacia, larvas L3 finais e algumas L4 iniciais, as
mesmas usadas nos bioensaios. Grupos de 10 larvas sdo acondicionados em
pedacos de papel-filtro medindo 20 x5 mm, e estes sao colocados em

microtubos com capacidade para 1,5 mL, sendo depois congelados a — 80 °C.

b) Volume de trituragdo e de homogeneizagéao das larvas

A trituracdo dos mosquitos adultos é feita com auxilio de um pistilo
para microtubos acoplado a um homogeneizador mecanico (marca Foredom),
fora do gelo, em 30 uL de agua deionizada (Milli Q), durante aproximadamente
10 segundos. Ao ftriturar as primeiras larvas nas mesmas condigoes,
percebemos que restavam ainda alguns pedacos no homogenato. Obtivemos
homogenatos adequados usando o volume de 20 uL, e triturando pelo mesmo
periodo de tempo.

O volume de homogenato de mosquitos adultos, depois da
trituracéo, € elevado a 300 ul — e a partir dai séo retiradas aliquotas para todos
os ensaios. No caso das larvas, o volume inicial de homogenato é completado
até 50 ul. Depois de retirada de aliquotas para os ensaios de Ace, MFO e
“ONPA-EST”, o volume restante é duplicado e sao retiradas aliquotas para
dosagem de GST e para quantificacdo de proteinas totais (PTN); o volume
restante é novamente duplicado e sdo entao retiradas aliquotas para dosagem
de atividade de Esterases com os outros dois substratos (“a-EST” e “B-EST”).
Com isto, o volume de homogenato de larvas é “variavel”, sendo equivalente a

50, 100 ou 200 ul por espécime.
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c) Tempo de incubagdo da enzima Acetilcolinesterase
Apos a investigacao deste parametro, descrita na segéo 4.1b, optou-

se por utilizar o tempo de incubacéo de 180 minutos, no ensaio da Ace.

d) Percentuais de homogenato para cada enzima

Foi necessario, para o0s ensaios com larvas, aumentar os
percentuais de homogenato usados para a quantificagdo de todas as enzimas
avaliadas, em relagao aos testes com adultos, em fungdo do menor tamanho
das larvas.

A Tabela 3.2 sintetiza as principais modificacdes realizadas. Com a
definigdo do percentual minimo de homogenato suficiente para cada dosagem,
verificamos ser inviavel, com larvas individuais, avaliar todas as enzimas com
réplicas, como ¢é feito para adultos. A solugdo encontrada foi a realizagdo dos
ensaios em duas etapas: a primeira, “diagnéstica”, destinada a tragar perfil
inicial da populacdo, se basearia em testes com aproximadamente 90 larvas,
sem réplicas. Na segunda etapa, de “detalhamento”, apenas as enzimas
alteradas (a definicdo dos critérios de classificacdo usados esta no item 3.5.5)
seriam avaliadas, também em larvas individuais, mas desta vez em duplicata

para cada enzima.
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Tabela 3.2: comparagao de alguns parametros usados nos protocolos para larvas (L) e
adultos (A) de A. aegypti.

Ensaio Vol. homog  Vol. final reagdo % homog/ Tempo incubagio
(uL) (uL) réplica* (min)
L A L A L A L A
AChE** 5 25 185 205 10 8,3 180 60
AChI** 5 25 185 205 10 8,3 180 60
MFO** 5 20 290 305 10 6,7 90 90
“ONPA-EST” 10 10 210 210 20 3,3 ¥ ¥
PTN 10 10 310 310 10 3,3 5 5
GST 25 15 220 210 25 5 ¥ ¥
“a-EST” 8 10 258 260 4 3,3 15+5§ 15+5§
“B-EST” 8 10 258 260 4 3,3 15+5§  15+5§

Total 93% 41,5%

* Adultos sdo homogeneizados em 300 ul de agua. O homogenato de larvas é feito,
inicialmente, em 50 ul e sequencialmente diluido (até o correspondente a 200 ul), a medida que
sdo retiradas aliquotas para as diferentes enzimas, em ordem definida (ver se¢éo 3.5.3.1 b).
**Reagoes feitas com homogenato antes da centrifugacao.

¥ Ensaios lidos imediatamente apds a pipetagem dos reagentes. Leitura em cinética por dois
minutos, com intervalos de 15 segundos, para oNPA-EST”, e por 20 minutos, com intervalos
de um minuto, para GST.

§15 minutos de reacdo com a solucdo de trabalho seguidos de 5 minutos de incubagdo com
dianisidina (Fast Blue), que interrompe a reagao.

3.5.3.2. Etapa “diagnostica”

Na pratica, esta etapa consiste na avaliagdo, em placas de 96
pocos, de um total de 85 larvas (L3 finais/ L4 iniciais) experimentais, junto com
cinco larvas Rockefeller. Cada populagao € analisada em trés ensaios (30, 30 e
25 espécimes), em dias distintos, para minimizar eventuais problemas

experimentais. Com isto, avalia-se trés populagcdes simultaneamente.

3.5.3.3. Etapa de “detalhamento”

Para a etapa de detalhamento, o ensaio é desenhado contemplando

apenas as enzimas alteradas (ver secao 3.5.5). As amostras sado avaliadas em
duplicata, e em cada ensaio sdo usadas 40 larvas da populagdo de campo,

além de cinco larvas da cepa Rockefeller.
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3.5.4. Anadlise dos resultados dos ensaios bioquimicos

O protocolo original utilizado para adultos (Valle et al. 2006)
disponibiliza planilhas, elaboradas em Excel, que permitem: 1) a verificacado e
validagdo dos resultados obtidos com as duplicatas; 2) a transformacéo dos
valores de absorbancia em atividade enzimatica; 3) a correcdo dos valores de
atividade pela quantidade de proteinas totais em cada mosquito e 4) a
confecgao automatica de histogramas com o perfil das populagdes, para cada
enzima avaliada.

Posteriormente, foram incluidos, na rotina de avaliacdo das
populagdes, graficos de disperséo, elaborados no programa Graph Pad Prism
versao 4, nos quais todos os individuos testados sao visualizados. Estes
graficos também permitem comparacao direta dos perfis populacionais com a
cepa Rockefeller.

Mais recentemente, as modificagdes realizadas para a avaliagao de
larvas também foram incorporadas as planilhas originais. Foram alterados
parametros referentes ao tempo de incubacdo, no caso do ensaio para
Acetilcolinesterase, e aos percentuais de homogenato para os calculos de
atividade enzimatica de todas as enzimas avaliadas e das proteinas totais de
cada individuo. Além disso, como estes ensaios foram feitos em duas etapas,
foram gerados conjuntos de planilhas, com e sem duplicatas, adequados para

cada momento de avaliagéo.

3.5.4.1. Critérios para validacido de mosquitos e larvas individuais

No caso dos mosquitos adultos, as dosagens feitas em duplicatas
permitem que se faca um controle de qualidade da manipulacdo. Para estes
ensaios, definiu-se como critério arbitrario rejeitar as amostras cujo desvio
padrao entre as réplicas seja maior que 30% de sua média.

Na etapa “diagnostica” do ensaio com larvas esse controle de
qualidade fica impossibilitado pela falta de réplicas. Neste caso, a validagao
dos resultados da etapa inicial é feita por comparagcdo com a etapa de
“detalhamento”, que tem as amostras avaliadas em duplicata.

O ensaio de “oNPA-EST”, feito (em larvas e adultos) com leitura de
absorbancia em varios momentos de reacao, tem critério adicional para

validagdo de amostras. Na planilha para analise deste grupo de enzimas sao
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produzidos, automaticamente, graficos com as atividades obtidas para cada
individuo. O coeficiente de correlagdo linear (R?) também ¢é calculado. Neste
caso, optou-se pelo descarte dos espécimes com R? menor que 90%.

Vale ainda mencionar que, no inicio de cada rodada de
monitoramento, sdo feitos pelo menos trés ensaios completos com a cepa
referéncia de susceptibilidade a inseticidas, Rockefeller, com os quais os
resultados das populagbes de campo sao comparados. Além disso, a presenca
de cinco espécimes da cepa Rockefeller inseridos em todas as placas

funcionam como controle interno de cada ensaio.

3.5.5. Interpretacao dos resultados bioquimicos

Inicialmente a classificagdo das populacdes era feita através de
comparagao visual entre seus perfis e o perfil de Rockefeller, para cada
enzima, em histogramas que mostravam o numero (ou a frequéncia) de
individuos em diferentes faixas de atividade enzimatica. Cada enzima de cada
populagao correspondia a um grafico. No entanto, a aplicagdo deste método de
classificagao, além de laboriosa, era subjetiva, uma vez que pessoas diferentes
podiam classificar as populagdes de forma distinta.

A equipe do Laficave aplicou varios tipos de testes estatisticos,
paramétricos e nao paramétricos, na tentativa de definir um modo mais
eficiente e preciso de classificagdo. Contudo, nenhum teste parecia fornecer
resultados consistentes. Optou-se pelo uso de medidas (e nao testes) nao-
paramétricas, e decidiu-se estabelecer um critério arbitrario, que fosse coerente
com um critério funcional proposto anteriormente pela OMS (Hemingway 1998).
Este critério funcional, disponivel apenas para a analise de inibicdo da enzima
Ace (AChl), preconiza que Ace com atividade remanescente maior que 30% na
presenca do inibidor esta “alterada”, sendo classificada como resistente.

Com isso, propusemos um critério, aplicavel a todas as enzimas
avaliadas e ndo somente a AChl. Esse critério usa um ponto de corte, que é o
percentil 99 da cepa referéncia de susceptibilidade a inseticidas, Rockefeller
(p99). A categorizagao dos resultados é feita empregando o percentual das
populagdes que possui atividade superior ao ponto de corte utilizado. A

definicdo deste ponto de corte levou em consideracéo os valores de percentual
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acima do p99 naquelas populagdes classificadas como suscetiveis pelo critério
OMS para Acetilcolinesterase. Na pratica, na época da definigdo de nosso
critério, a atividade de Ace de todas as populagbes avaliadas era classificada
como “inalterada” pelo critério da OMS. E, nestas mesmas populagoes,
encontramos no maximo 11 % de individuos acima de p99. Deste modo, foi
arbitrada a seguinte categorizagao, valida para todas as enzimas: se até 15 %
dos individuos da populagao tiver atividade acima do percentil 99 da cepa
Rockefeller, a populacéo é classificada como tendo atividade normal; entre 15
e 50 %, a atividade da populacéo € considerada alterada; com mais de 50 %, a
populagdo é categorizada como tendo atividade muito alterada (Valle et al.
2006, Montella et al. 2007).

Além de aplicar o critério de classificacdo “Laficave”, sdo produzidos
graficos de dispersdo com os resultados obtidos em cada populagédo analisada.
Nesses graficos, cada individuo tem sua atividade representada por um ponto.

Adicionalmente, sdo marcadas as medianas do perfil de cada populacgéo.

3.6. Detalhamento e Avaliagao do Ensaio para Acetilcolinesterase

Foram feitas curvas do tipo dose resposta com espécimes
individuais (larvas ou adultos) da cepa suscetivel Rockefeller (Hartberg e Craig
1970) e de varias populagdes de campo (ver Tabela 3.1, coluna “AChE”),
usando como inibidor o CB propoxur (marca Sigma, numero de catalogo:
45644). Para as curvas com mosquitos adultos, foram usadas concentragbes
de 2 a 200 uM do inibidor. Para as larvas, foram usadas concentracdes de 10 a
100 uM de propoxur. Cada ensaio utilizou 10 espécimes por populagdo. As

curvas com adultos foram repetidas quatro vezes e, com larvas, trés vezes.

3.7. Correlagbes Entre os Resultados de Ensaios Bioquimicos e

Biolégicos

ApoOs obter os resultados dos ensaios bioquimicos, tentou-se

correlaciona-los com os resultados dos bioensaios com Pl e OP. Em todos os

73



casos, 0s bioensaios foram comparados com os testes bioquimicos do mesmo
estagio de desenvolvimento. Foram feitas analises de correlacdo (Spearman)
para avaliar se alteragcdo em alguma das enzimas investigadas acompanhava o
nivel de resisténcia da populagado. Para tanto, utilizamos os valores de RR5p ou
RRgs5 (para ambos Pl e OP) como parametros para o nivel de resisténcia. Para
o parametro “atividade enzimatica”, consideramos a mediana da distribuicdo ou
a taxa de individuos acima do p99 de Rockefeller, para cada enzima avaliada.

Estas analises foram feitas no software GraphPad Prism versao 4.0.
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4. RESULTADOS

4.1. Adaptacao dos Ensaios Bioquimicos para Larvas de Aedes aegypti

De inicio, tentamos aplicar, diretamente, o protocolo descrito para
adultos (Valle et al. 2006) a larvas L3 do vetor. Contudo, ao contrario dos
adultos, essas larvas, individualmente, ndo apresentam quantidade de material
suficiente para permitir a avaliagcao de todas as enzimas. Por essa razao, foram
feitas adaptacbes da metodologia original. Parametros como volume de
trituracédo das larvas, percentual de extratos usados em cada ensaio, existéncia
de réplicas, dentre outros detalhes, foram analisados e apresentados na secao
3.5.3. Além desses, outros parametros foram avaliados, tendo gerado
resultados que serao descritos adiante. Esse estudo resultou na elaboracéo de

um protocolo alternativo, empregado nesta dissertacao.

4.1.1. Definicdo do momento da ecdise L3:L4, e L4:pupa

Nossa preocupacao inicial, quanto aos ensaios feitos ao longo do
ciclo de vida do vetor (secao 4.3), foi a de estipularmos uma condi¢cdo de
criacdo viavel e que garantisse o congelamento de espécimes de tamanhos
similares, do terceiro e quarto instares larvais (ver pontos experimentais usados
na segao 3.5.1.1). Por isso a contagem de larvas comecgou 20 minutos apds o
inicio da eclosédo dos ovos, e foi utilizada densidade de 500 larvas por bacia.
Nestas condicdes, verificou-se que a transi¢ao L3:L4 se deu em torno de 80 a
84 HAE. Verificamos que o 4°instar larvar é mais longo e muito mais

heterogéneo que o L3: a ecdise L4:pupa ocorre de 115 até 150 HAE.

4.1.2. Tempo de incubagao da enzima Acetilcolinesterase

Na adaptacdo dos ensaios para larvas, se mostrou necessaria a
modificagdo do tempo de incubagédo da enzima Ace. Neste ensaio, quantifica-

se a atividade remanescente da enzima apos a adigao de um inibidor, que € o
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CB propoxur. Para isto, calcula-se a diferenga entre as leituras de dois testes:
AChE (atividade total da enzima) e AChl (atividade na presenga do CB). O
tempo de incubagao definido para adultos, de uma hora, nao resultou, quando
aplicado a larvas, em valores de absorbancia, descontados do “branco” (BR) da
reacdo (todos os reagentes, exceto o homogenato), significativamente
diferentes de zero na placa AChl. Por isso, tempos de incubagdo maiores

foram avaliados (Figura 4.1.1).

Média das absorbancias de larvas L3
b —+ AChE a=5,14x10°

1.2

0.9+

0.6 —e—AChl a=1,1x10?

Absrobancia

——Branco a=6x10"

T
> > & L S 4

S

]

[Tempo min]

Figura 4.1.1: valores de absorbancia dos ensaios AChE e AChl, e dos brancos das reagdes.
Sao0 apresentadas as médias e desvios-padrao das absorbancias de 10 larvas L3 individuais de
A. aegypti, cepa Rockefeller, em crescentes tempos de incubagdo. O valor do coeficiente
angular de cada curva também é mostrado.

Na curva de “Abs — BR” (Figura 4.1.2), comparagao dos coeficientes
angulares dos ensaios AChE e AChl mostra que este ultimo cresce a uma taxa
10 vezes menor. Outro aspecto importante € a proximidade do “zero” de “Abs —
BR” que os valores de AChl apresentam. Este foi, inclusive, o fator
preponderante para a escolha do tempo de incubacdo usado para larvas:
ensaios AChl com larvas exibiam cerca de metade dos espécimes com valores
negativos no ponto 60 minutos, o que resultava no descarte destas amostras.
Optou-se entéo por usar o tempo de incubacido de 180 minutos, no ensaio para

Acetilcolinesterase de larvas.
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Figura 4.1.2: valores de absorbancia subtraida do branco (Abs — BR), no ensaio AChE e AChl
apresentado na Figura 4.1.1. O valor do coeficiente angular (a) de cada curva também é
mostrado. A setas indicam a proximidade do “zero” de Abs do ponto de 60’ (vermelha) e de
180’ (verde) de AChl.
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4 2. Estudos Sobre o Ensaio de Acetilcolinesterase
4.2.1. Racional do ensaio e problemas iniciais

Este teste quantifica a sensibilidade da enzima Acetilcolinesterase
(Ace) aos inseticidas OP e CB, que nela atuam. Esta quantificacdo € feita
utilizando-se o CB propoxur como inibidor. No ensaio, o0 substrato é
Acetiltiocolina, apontada por Ellman, autor da técnica original, como um
substituto satisfatorio para o substrato natural da enzima (Ellman et al. 1961).
Sao feitas duas placas, uma com a atividade total da Ace (AChE) e a outra com
a atividade da enzima na presenga do inibidor (AChl). Um esquema com as

reagdes que ocorrem no ensaio € mostrado na figura 4.2.1.

REACAO - placa atividade total

Acetiltiocolina (ENZIMA) Tiocolina + acetato /

Tiocolina + DTNB X

Placa AChE

REACAO - placa com inibidor (CB propoxur)

Acetiltiocolina (ENZIMA + INIBIDOR) Tiocolin®eacetato Placa AChl

L7

X

Figura 4.2.1. Esquema simplificado das reagdes do ensaio para quantificagdo da atividade e da
inibicdo de Ace com propoxur. DTNB: 5,5’-Ditiobis (acido 2-nitrobenzdéico).

O resultado (AChl), gerado pela diferenga entre as duas placas,
pode ser expresso em percentual de inibicdo da atividade ou em percentual de
atividade remanescente, que sdo unidades complementares.

Para classificar alteragcao na Ace, podem ser usados dois diferentes
critérios, como ja mencionado anteriormente: da OMS, que aponta como
alterados individuos com mais de 30% de atividade remanescente
(Hemingway 1998), e o critério do Laficave, que classifica uma populagdo como
alterada se mais do que 15 % de seus espécimes apresentarem atividade
remanescente superior ao percentii 99 da cepa Rockefeller, padrdo de
suscetibilidade (Valle et al. 2006, Montella et al. 2007). No entanto, como a

definicdo do critério Laficave levou em conta a classificagdo da OMS para

78



varias populagdes do pais submetidas ao ensaio (vide item 3.5.5), verificou-se
posteriormente, de forma esperada, concordancia na classificacdo das
populagdes avaliadas com os dois critérios.

Todavia, no ano de 2008, detectamos pela primeira vez discrepancia
entre os dois critérios para algumas localidades do Brasil. Essas populacdes
foram classificadas como alteradas segundo o critério Laficave. Contudo, de
acordo com o critério da OMS, a atividade das mesmas populagbes era
considerada normal: a inibicdo com propoxur foi superior a 70 % para todas
elas.

Vale ressaltar que, em mosquitos Anopheles, Culex, e em inUmeros
outros insetos, ha descricdo de mutagdes e/ou amplificacbes do gene ace-1,
que codifica a Acetilcolinesterase relacionada a resisténcia a OP e CB (Walsh
et al. 2001, Vontas et al. 2002, Weill et al. 2003, Benting e Nauen 2004, Weill et
al. 2004, Labbe et al. 2007, Jiang et al. 2009, Revuelta et al. 2009).

Uma vez que até entdo, de nosso conhecimento, ndo havia nenhum
relato de alteracdo no gene da ace-1 de A. aegypti (Vaughan et al. 1998, Weill
et al. 2004, Mori et al. 2007), optamos por fazer uma avaliagéo critica deste
ensaio, de maneira a verificar, ou descartar, a ocorréncia de algum problema
na metodologia.

Como o critério de classificacao do Laficave compara as populacdes
de campo com a cepa Rockefeller (Rock), decidimos inicialmente confrontar os

perfis desta cepa, obtidos nos diferentes anos de avaliagao (Figura 4.2.2).

Ensaio de inibicao da Ace

% ativ remanescente
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Perfil cepa Rockefeller ao longo dos anos

Figura 4.2.2. Percentual de atividade remanescente do ensaio de inibicao da Ace com a cepa
Rockefeller ao longo dos anos. Cada ponto representa um individuo testado.

79



Confirmamos que o perfil de atividade remanescente de Rockefeller
na presenga de propoxur havia mudado, a partir de 2008, o ano em que
detectamos as primeiras discrepancias entre os dois critérios de avaliagao.
Neste momento, pensou-se em comparar também os valores indicativos da
“atividade total” da Ace ao longo dos anos, numa tentativa de verificar se o
problema estava no ensaio AChl ou, de fato, na cepa Rockefeller. Para isso,
trabalhamos apenas com os dados gerados pela placa AChE. Neste caso, foi
feita correcdo pela quantidade de proteinas totais de cada individuo (Figura
4.2.3).

AChE

0.30
0.251
0.20 1
0.15 . segddies

0.10

0.05 1 .

ABS -BR x 12 (FD) / mg PTN

0.00-

2001 2002.3 2004 2005.6 2007.8 2009
Ano da analise

Figura 4.2.3. valores de “atividade total” da Ace obtidos com a cepa Rockefeller ao longo dos
anos. ABS: absorbancia. BR: branco da reacdo. FD: fator de diluicdo (25 de 300 uL de
homogenato total). PTN: proteinas totais.

Estes dados indicavam mudanca no ensaio AChl, de inibicdo, e ndo
na cepa Rockefeller. Posteriormente, detectamos problema com o diluente do
inibidor usado neste ensaio. A partir de 2008, com o diluente novo, todos os
especimes passaram a apresentar inibicao maior.

Além disto, visto que Rockefeller € mantida em laboratério desde
1959 (Hartberg e Craig 1970), esta € uma cepa mais homogénea que as
populagdes de campo ensaiadas. Esta homogeneidade ficava ainda mais
acentuada com os maiores valores de inibigdo obtidos a partir de 2008, da
ordem de 90 a 95%. Assim sendo, e considerando que o critério de
classificagado do Laficave leva em conta o percentil 99 de Rockefeller, qualquer

pequena diferenga de atividade remanescente entre Rockefeller e as
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populagdes de campo, de variabilidade naturalmente maior, as classificava
como alteradas. Uma vez que, na época, nao dispunhamos de espécimes
destas populagcbes em quantidade suficiente para permitir a repeticdo destes
ensaios com o diluente novo, aqueles resultados de inibicdo de atividade foram
descartados.

De fato, com a troca do diluente usado no ensaio AChl, a cepa
Rockefeller apresentou perfil de inibicdo de atividade compativel com os perfis

observados até 2006 (dados ndo mostrados).

4.2.2. Curvas do tipo dose-resposta com o CB propoxur

Durante a adaptacao do protocolo de quantificagdo enzimatica para
adultos (Valle et al. 2006), um dos poucos paréametros néo testados havia sido
a concentracdo do CB propoxur recomendada pela OMS para o ensaio de Ace
— que incluimos como objetivo desta dissertacdo. Para isto foram feitas curvas
do tipo dose resposta, com diferentes concentragdes deste inibidor, utilizando a
cepa Rockefeller e duas populagdes de campo, uma das quais havia sido
classificada como tendo Ace alterada, segundo o critério Laficave. O objetivo
era saber se o propoxur estava inibindo Rockefeller e as populagbes de campo
de maneira diferenciada.

Ensaios preliminares, apenas com fémeas adultas da cepa
Rockefeller, mostraram que a inibicdo de atividade de Ace com 200 uM de
propoxur - concentracdo do CB recomendada pela OMS (Figura 4.2.4) - era

maxima nesta faixa de concentracéo.
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Curvacom cepa Rockefeller,em 2009
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Figura 4.2.4. média dos percentuais de atividade remanescente da Ace em extratos individuais
de 45 fémeas da cepa Rockefeller expostos a crescentes concentragdes do inibidor CB

propoxur.

O ensaio seguinte, também com fémeas adultas de populagdes de
campo expostas a concentragdes que variaram de 2 a 200 uM (Figura 4.2.5),

mostrou perfil de inibicdo da Ace semelhante aquele da cepa Rockefeller.
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Figura 4.2.5. Média do percentual de atividade remanescente da Ace de fémeas adultas de A.
aegypti na presencga de diferentes concentragdes de propoxur. Para cada populacao (pop),
estdo indicados os desvios-padrao de 40 individuos. As populacbes M e D haviam
apresentado, respectivamente, 1 e 46 % de seus individuos com atividade remanescente

acima do percentil 99 da cepa Rockefeller. Estes valores classificavam a atividade de Ace da
populagdo M como normal, e da populagdo D como alterada, de acordo com o critério Laficave.

Este ensaio foi feito também com larvas Rockefeller (Figura 4.2.6),

resultando em maior inibicdo quando comparado com fémeas adultas (Figura
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4.2.5). Por isso, os testes com as larvas das populagdes de campo foram feitos
com concentragdes até 100 uM, correspondente a metade do recomendado
pela OMS para adultos (Hemingway 1998). Uma vez que nao havia espécimes
larvares das populagbes mostradas na Figura 4.2.5 disponiveis para estes
ensaios, foram usadas as populagdes F e R. No entanto, também ndo houve
disponibilidade de espécimes larvares destas ultimas populagbes para realizar
o ensaio de rotina (item 3.5.3) e aplicar nosso critério de classificagao. Apesar
das dificuldades, também nos ensaios com larvas a inibicdo por propoxur das
populagdes de campo parece equivalente a da cepa Rockefeller. Além disto, o
padrao de inibigdo distinto entre larvas e adultos, com maior inibicdo das
primeiras, fica evidente na comparacéo das Figuras 4.2.5 e 4.2.6. E importante
salientar que todas essas curvas foram feitas utilizando diluente novo, distinto

daquele usado antes do ano de 2008.
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Figura 4.2.6. Média do percentual de atividade remanescente da Ace de larvas de A. aegypti na
presenca de diferentes concentragbes de propoxur. Para cada populagdo (pop), estédo
indicados os desvios-padrao de 30 individuos.

4.2.3. Mudang¢a da concentragcao de propoxur usada nos ensaios

Os resultados indicaram inibicdo da atividade de Ace de Rockefeller
na faixa de 95 %, com 200 uM de propoxur, a dose recomendada pela OMS.
Nestas condicbdes, a inibicdo da atividade das populacbes de campo era
sempre superior a 80 %. Esta observagdo, aliada aos problemas ja
mencionados, nos levou a modificar a concentracdo de inibidor usada nos

ensaios: passou-se a utilizar 150 uM de propoxur para mosquitos adultos e
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75 uM para larvas do vetor. Esta troca de concentragao foi feita levando-se em
consideragcao que a dose recomendada pela OMS havia sido escolhida de
maneira a inibir pelo menos 70% da atividade da Ace nas cepas suscetiveis
(Hemingway 1998).

Cabe ainda mencionar que todos os demais resultados
apresentados nesta dissertacao foram obtidos com estas concentragdes, cuja

adequacao sera discutida a frente.

4.2.4. Discussao e proposta de analise adicional do ensaio de Ace

Em mosquitos Culex e Anopheles, ha relatos na literatura que
correlacionam as mutagdes G119S, F331W e F290V (nomenclatura de acordo
com estrutura da Ace-1 de T. california) em seus genes ace-1, com a alta
insensibilidade apresentada pela Acetilcolinesterase em cepas resistentes
(Hemingway et al. 2004, Nabeshima et al. 2004, Weill et al. 2004, Alout et al.
2007). Apesar de terem sido realizados alguns estudos com o gene ace-1 de A.
aegypti, até a presente data, de nosso conhecimento, nenhum dado que
sugerisse mutacdo ou amplificacdo do gene foi relatado (Weill et al. 2004,
Labbé et al. 2007b, Mori et al. 2007). Weill et al. (2004) e Mori et al. (2007)
argumentaram que para as substituigdes citadas nos coédons 119 e 331
ocorrerem no gene ace-1 do A. aegypti, seriam necessarias duas mutacoes.
Contudo, a substituicdo de fenilalanina por valina, no cédon 290, também né&o
detectada neste vetor, necessitaria de apenas um evento de mutagdo para
ocorrer em A. aegypti (Mori et al. 2007).

Nesse sentido, foi sugerida, em trabalho recente, alteragdo no perfil
de inibicdo da Ace (AChl) em quatro populagdes de A. aegypti de Trinidad, trés
classificadas como alteradas e uma como muito alterada (Polson et al. 2011).
No entanto, estas alteracbes foram apontadas através do critério de
classificacdo Laficave, do mesmo modo como obtivemos populacdes
classificadas como tendo AChl alterada no biénio 2008/2009. Neste trabalho,
os autores utilizaram a concentragao do inibidor recomendada pela OMS, que
tende a inibir praticamente toda a atividade da Ace na cepa suscetivel, fazendo

com que as pequenas diferencas entre o perfil desta cepa e os perfis das
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populagdes de campo fossem aumentadas quando da aplicacédo do critério de
classificagdo Laficave. Além disso, os autores usaram como referéncia de
suscetibilidade a cepa local CAREC (apesar de terem usado a cepa Rockefeller
em seus ensaios). Comparando a atividade remanescente das duas cepas
suscetiveis, observou-se que Rockefeller mostrou perfil mais heterogéneo e
que foi similar ao perfil da populagao classificada como muito alterada. Ou seja,
se Rockefeller tivesse sido usada como cepa controle, como recomendado no
protocolo Laficave, a atividade de todas as populacdes seria classificada como
normal — o que levanta questionamento sobre a significAncia biolégica das
diferengas observadas naquele trabalho.

Como comentado anteriormente, foi feita analise dos dados de
“atividade total” da enzima Ace para a investigacdo dos perfis da cepa
Rockefeller ao longo dos diferentes anos de avaliagdo. Uma vez que né&o foi
ainda relatado nenhum caso de mutagcdo na Ace-1 de A. aegypti, e também
que, com estas analises, mais informacdes sobre a enzima Ace das
populagdes seriam conhecidas em um unico teste, decidimos aplica-las a todas
as populacdes de campo avaliadas (ver itens 4.3 e 4.4). Esta seria uma analise
adicional a avaliacdo do percentual de inibicdo da enzima pelo inseticida
(AChl), que é feita por todos os trabalhos que aplicam este tipo de técnica
(Raymond et al. 1985, Hemingway e Smith 1986, Brogdon e Barber 1987,
Brogdon 1988, Brogdon et al. 1988, Moores et al. 1988, ffrench-Constant e
Bonning 1989, Peiris e Hemingway 1990, Polson et al. 2011). Neste caso foi
necessario corrigir as variagdes de absorbancia observadas, contemplando o
conteudo protéico de cada mosquito individual (ver Materiais e Métodos) -
etapa desnecessaria na avaliacdo de inibicdo de atividade, que compara duas
leituras do mesmo espécime, e na mesma propor¢cado. Os valores resultantes
sdao chamados de “atividade total da Acetilcolinesterase” e serdo aqui
referenciados como AChE. A unidade usada nestes resultados foi:
Absorbéancia / hora / mg PTN.

Assim como os valores de atividade remanescente obtidos nas
curvas do tipo dose-resposta previamente mostradas, os resultados de AChE
em cada estagio avaliado, foram semelhantes. Contudo, este novo método de
analise, de fato, evidenciou informacgdes interessantes sobre as populacdes de

campo avaliadas em 2009 e 2010. Foram observadas diferengas importantes
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na analise de AChE entre os estagios (larvas ou adultos) e entre as populag¢des
e Rockefeller. Essas diferencas serao apresentadas nas duas proximas

secoes.
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4 3. Atividade das Enzimas Envolvidas com a Resisténcia a Inseticidas

ao Longo do Ciclo de Vida de Aedes aegypti

Existem fortes indicios de que as enzimas que participam da
resisténcia metabdlica a inseticidas - Esterases, GSTs e (principalmente) MFOs
- sejam induzidas e que também produzam tolerancia a aleloquimicos,
metabdlitos secundarios de alguns organismos que influenciam o crescimento,
a sobrevivéncia ou a reproducao de outros (Hunaiti et al. 1995, Li et al. 2007).
Em alguns casos, os autores demonstram, inclusive, a participagcdo de uma
mesma enzima detoxificadora, como ocorre para GST e MFO, na tolerancia a
aleloquimicos e a inseticidas (Li et al. 2007).

No Brasil, a rotina de controle de A. aegypti consiste de aplicagéo de
larvicidas em 4 a 6 ciclos anuais, ao passo que as aplicagbes espaciais e
residuais, sobre mosquitos adultos, sdo (ou deveriam ser) realizadas apenas
em pontos estratégicos - areas com potencial de produzir muitos mosquitos ou
que apresentam muita convergéncia de pessoas (aplicagdo residual nestes
pontos é feita mensalmente e as visitas ocorrem de 15 em 15 dias) ou em
situacbes de emergéncia, como nos periodos epidémicos. Nas aplicagcdes
espaciais € usado o Pl deltametrina, e nas aplicagdes residuais, o Pl alfa-
cipermetrina. Contudo, nas localidades onde a resisténcia a Pl é detectada, sé&o
usados os inseticidas OP malathion e fenitrothion para as aplicagbes espaciais
e residuais, respectivamente (MS-SVS 2009d). Contudo, de maneira geral,
classes distintas de inseticidas sdo aplicadas nos dois estagios, potencialmente
elicitando mecanismos de resisténcia diferentes. Adicionalmente, a literatura
sugere, por exemplo, que as EST participem, dentre outras reagdes, de alguns
processos fisioldégicos nas larvas, o que contribuiria para um aumento de sua
atividade neste estagio (Oakeshott et al. 2010). Um exemplo seria a hidrolise
de horménio juvenil, composto essencial para o desenvolvimento e reprodugéo
dos insetos. Para isso, existe uma Esterase especifica, chamada de Esterase
de horménio juvenil (JHE), que participa da regulagdo de sua concentragéo
(Bai et al. 2007, Anand et al. 2008, Schafellner et al. 2008). Adicionalmente,
outros autores sugerem que as enzimas MFO e GST também participem de

processos enddgenos inerentes ao metabolismo de ecdisona e de horménio
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juvenil (Scott 1999, Hemingway e Ranson 2000, Bai et al. 2007, da-Fonseca et
al. 2010). Uma vez que o hormoénio juvenil, que esta presente em altas
concentragdes nos individuos imaturos, precisa ser clivado ao final do estagio
larvar (vide secdo 1.3.2), espera-se que a atividade dessas enzimas aumente
no 4° instar larvar.

Em fungao destas observagdes, decidimos investigar a dinamica de
atividade de todas as principais familias de enzimas envolvidas com a
resisténcia metabdlica, e da Acetilcolinesterase — alvo de OP e CB, durante o
ciclo de vida da cepa Rockefeller (Hartberg e Craig 1970), e de duas
populagdes naturais, com diferentes status de resisténcia a inseticidas,
selecionadas dentre aquelas que o laboratério avalia na rotina de suas
atividades de monitoramento.

Para essas analises foram escolhidas as populacbées A e J,
coletadas em 2010. A primeira, da Regiao Norte, foi escolhida por ter
apresentado razdes de resisténcia altas frente a OP e Pl - homogéneas para
OP (larvas) e heterogéneas para PI (adultos). Além disso, n&o foi detectada a
substituicdo Val1016lle no AaNay o que indica que a resisténcia a Pl deve ter
relacdo com uma maior detoxificacdo destes inseticidas; de fato, os ensaios
bioquimicos detectaram alteragcdo na atividade de todas as enzimas avaliadas
(ver capitulo 4.4). A outra populagdo, da Regido Nordeste, aqui designada
como J, foi escolhida por ser, na época do congelamento dos espécimes, a
unica, dentre aquelas provenientes de estado distinto da primeira, com ovos
viaveis, e em quantidade suficiente para as avaliagbes. De fato, nao havia
informacéo sobre as razdes de resisténcia nem sobre alteragdes bioquimicas
no momento da escolha. No entanto, a populagao J ja havia sido avaliada pela
equipe do Laficave em 2001, 2002/3, 2005/6 e 2007/8, tendo apresentado,
nestas rodadas de monitoramento, razbes de resisténcia altas para o OP
temephos e alteracio na atividade de “a-EST”, “oNPA-EST” e GST. Some-se a
isto a auséncia de alteragdes no AaNay na Regido NE, na ocasido da escolha
da populagédo de campo (Laficave, dados nao publicados).

Para cada enzima e para cada populagao foram feitos trés graficos
de atividade: um grafico com larvas, um com fémeas, e o terceiro com machos
adultos. Em todos os casos, com excec¢ao de AChl, os valores de atividdade

obtidos foram corrigidos pelo total de proteinas de cada individuo. De maneira
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geral, observamos maior quantidade de proteinas em adultos do que em
larvas, assim como maiores quantidades em fémeas do que em machos; e,
como esperado, em larvas L4 do que L3 (dados ndo mostrados). Cada uma
das préximas figuras (4.3.1 até 4.3.7) exibe os resultados com uma enzima. Até
0 momento apenas comparagdes visuais dos perfis foram realizadas, e serdo
brevemente descritas.

Nesta analise foram observadas quatro grandes “categorias” de
perfis de atividade enzimatica: 1) atividades maiores no estagio adulto do que
no estagio larvar (AChE); 2) atividades maiores no estagio larvar do que no
estagio adulto (Esterases “a-EST” e “B-EST”); 3) atividades que aumentam no
decorrer de cada estagio avaliado (MFO) e 4) atividades que tendem a
aumentar no estagio larvar e a diminuir nos primeiros DVA (Esterase “oNPA” e
GST).

4.3.1. Inibicédo de Acetilcolinesterase (AChl)

Especificamente para a analise de inibicdo da enzima Ace (AChl),
mostrada na Figura 4.3.1, existe um critério de classificacdo, proposto pela
OMS, que considera a Ace alterada quando a atividade remanescente, na
presenga de propoxur, € maior do que 30% (ver item 3.5.5). De acordo com
este critério, a Ace da cepa Rockefeller e das duas populacdes avaliadas é
considerada “normal”. Adicionalmente, o critério adotado no laboratorio utiliza
como ponto de corte o p99 de Rockefeller (ver item 3.5.5). Contudo, a inibigdo
da Ace, nestes ensaios, foi muito grande, e qualquer pequena diferenga
poderia ser exacerbada ao aplicarmos o critério Laficave. Além disso, as
diferengas observadas néo pareceram ter significAncia bioldgica, e por isso,
optamos em nao aplicar este critério na analise AChl desta avaliagao.

Vale ainda ressaltar que ndo se verificou padrao aparente que
diferenciasse a cepa de laboratério das populagdes de campo ou mesmo 0s

distintos estagios de desenvolvimento.
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4.3.2. Atividade de Acetilcolinesterase (AChE)

A Figura 4.3.2 mostra a comparacao da atividade total da enzima
Ace nos pontos avaliados. Em todos os casos a atividade foi corrigida pelo
conteudo total de proteinas de cada espécime.

Foi verificado, na cepa Rockefeller, que a atividade de Ace é da
ordem de dez vezes maior nos adultos do que nas larvas (note que as escalas
sdo diferentes nas larvas e adultos, na Figura 4.3.2). O mesmo padrdo de
aumento de atividade no estagio adulto, em comparagdo com as larvas, é
observado nas populagdes de campo, porém nao tdo acentuado (em torno de
cinco vezes).

Outro ponto em destaque é que as atividades da Ace nas larvas das
populagdes de campo sdo de trés a seis vezes maiores do que as atividades
das larvas de Rockefeller. Esta diferenca ndo se propagou para o estagio
adulto.

Adicionalmente, foi observado um padrao, somente nas populagdes
de campo, de aumento da AChE no quarto instar larvar. Além disso, as larvas
das populagdes de campo apresentaram, em todo estagio larvar, maior
heterogeneidade que as larvas da cepa Rockefeller. Os adultos ndo exibiram

padrao consistente de atividade.
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4.3.3. Oxidases de Fungao Multipla (MFO)

E necessario lembrar que no caso de MFO, a metodologia
empregada n&o detecta atividade enzimatica, mas quantifica o grupamento
prostético, heme, desta classe de enzimas. De maneira geral, as quantificagdes
dos adultos foram maiores que as das larvas e observou-se tendéncia de
aumento de MFO ao final dos estagios avaliados. Esta tendéncia foi mais
marcada nas larvas das populagdes de campo e nas fémeas de todas as
populagdes avaliadas (Figura 4.3.3).

No estagio larvar, as populagdes de campo apresentaram de uma a
duas vezes mais MFO que a cepa Rockefeller. Além disso, foi observado um
aparente padrdo de aumento de intensidade e heterogeneidade no quarto

instar larvar, apenas nas populagbes de campo.
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4.3.4. Esterases que hidrolisam acetato de a-naftil (“a-EST”)

A atividade da “a-EST” no estagio larvar € da ordem de duas a trés
vezes maior que a obtida no estagio adulto (Figura 4.3.4; observar escalas
diferenciadas).

Notou-se também que as atividades em larvas das populagdes de
campo sao ligeiramente maiores que as atividades em larvas da cepa
Rockefeller; a mesma diferenga, contudo, nao foi detectada no estagio adulto.

Adicionalmente, as atividades nas populagbées de campo foram mais
heterogéneas que na cepa Rockefeller, em todos os estagios. As atividades em
machos e fémeas adultos foram comparaveis e nao exibiram alteracbes

consistentes nos perfis temporais.
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4.3.5. Esterases que hidrolisam acetato de B-naftil (“B-EST”)

Assim como para “a-EST”, a atividade das “B-EST” € maior no
estagio larvar do que no adulto (de trés a quatro vezes maior, observar escalas
diferenciadas na Figura 4.3.5).

No estagio larvar, observou-se que o perfil de atividade da cepa
Rockefeller € mais homogéneo e da ordem de duas a cinco vezes menor que
os perfis de atividade das populagdes de campo.

Adicionalmente, parece que a populagdo A é mais heterogénea do

que a J, o que € evidenciado principalmente no estagio adulto.
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4.3.6. Esterases que hidrolisam acetato de p-nitrofenil (“oNPA EST”)

Foi observado, na cepa Rockefeller e nas duas populagdes
avaliadas, perfil temporal semelhante: aumento da atividade enzimatica no final
do estagio larvar e diminuicado durante o estagio adulto (Figura 4.3.6).

De maneira geral, a cepa Rockefeller apresentou atividades
ligeiramente menores que as populagdes de campo, principalmente no final do
estagio larvar e inicio do estagio adulto.

A atividade e heterogeneidade observadas no quarto instar larvar
foram superiores as observadas em L3, ambas mais exacerbadas nas
populagbes de campo. Além disso, também no estagio adulto a
heterogeneidade das populagdes de campo foi maior que a da cepa

Rockefeller.
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4.3.7. Glutationa S-transferases (GST)

Assim como para Esterase “oNPA”, foi observado aumento da
atividade de GST ao longo do estagio larvar, seguido de diminuigdo a partir dos
primeiros dias do estagio adulto (Figura 4.3.7). Este perfil foi mais evidente nas
populagdes de campo do que na cepa Rockefeller (com excegcdo dos machos
da populagéo A). O aumento de atividade no estagio larvar fica mais evidente
por comparacgao das medianas, principalmente nas popula¢gdes de campo.

Foi observado que a atividade das popula¢des de campo tende a ser
ligeiramente maior que a da cepa Rockefeller. Adicionalmente, houve tendéncia
de maior heterogeneidade nas populagdes de campo, principalmente no

estagio larvar.
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Figura 4.3.7: perfis de atividade das enzimas glutationa-S-transferases (G5T) da cepa Rockefeller & de duas populagdes naturais, ao longo
de diferentes horas apds a eclosdo das larvas (12 coluna), e de diferentes dias de vida adulta para fémeas (29 coluna) e machos (3° coluna).
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4.3.8. Discussao sobre os mecanismos de resisténcia ao longo do ciclo

de vida do A. aegypti

De maneira geral, as duas populagbes de campo avaliadas nos
ensaios ao longo do desenvolvimento apresentaram atividade e
heterogeneidade maior que Rockefeller para todas as enzimas, em pelo menos
um dos estagios avaliados.

A analise de AChE evidenciou atividades muito maiores no estagio
adulto em todos os casos, 0 que pode refletir simplesmente o maior tamanho
de seu sistema nervoso, quando comparado com as larvas. Isto €, além de
interessante do ponto de vista académico, conveniente para o PNCD, uma vez
que os inseticidas OP, usados no controle de larvas do A. aegypti desde 1967
no Brasil, teriam, se considerarmos somente este parametro, um maior
potencial de atuar sobre larvas do vetor. Além disso, a maior atividade de Ace
das populagdes de campo usadas em nosso estudo, em relagdo a Rockefeller,
sugere contribuigdo, ao menos parcial, para a resisténcia a OP nessas
populagdes.

De uma maneira geral, quando interpretamos os resultados de AChl
(Figura 4.3.1) usando o critério de classificagdo da OMS, concluimos que n&o
ha individuos alterados em nenhuma das popula¢des ou condi¢cbes avaliadas.
No entanto, quando comparamos AChl com AChE, observamos que as
atividades totais de larvas das populacdes A e J - que sdo maiores que as da
cepa Rockefeller - n&o influenciaram os resultados com o CB inibidor (AChl),
sugerindo que o aumento de atividade total de Ace (AChE), nas populagdes
avaliadas, seja proveniente de um maior numero de moléculas da enzima — e
nao de alteracdo em suas propriedades cataliticas, ou pelo menos de
sensibilidade aos inseticidas CB e OP.

As enzimas MFO apresentam papel importante na biossintese de
20-hidroxiecdisona; também contribuem para sua degradacdo e para a
diminuicao dos titulos de horménio juvenil (Bergé et al. 1998, Feyereisen 1999,
Scott 1999, Iga e Smagghe 2010). Nesse contexto, a tendéncia de aumento na
quantificacdo de MFO observada no final do estagio larvar do A. aegypti
(Figura 4.3.3), pode ter relacdo com a degradacdo do horménio juvenil que

ocorre neste ponto do desenvolvimento dos insetos (Lourengo-de-Oliveira
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2004). Por outro lado, a quantificacdo de MFO nos adultos revela maiores
valores naqueles mais velhos (Figura 4.3.3). Este aumento poderia estar
relacionado com o papel das MFO na resposta adaptativa dos insetos aos
compostos toxicos que podem entrar em contato com eles (Bergé et al. 1998,
Feyereisen 1999, Li et al. 2007). Vale lembrar que o monitoramento dos
mecanismos de resisténcia nas populagdes brasileiras do vetor, em sua rotina,
usa fémeas ndo alimentadas de um DVA, o que garante representatividade de
toda a populacédo de campo.

Tendéncia de aumento de MFO no final dos estagios avaliados foi
observado principalmente nas larvas das populagdes de campo e em fémeas
adultas. Strode et al. (2008) e Marcombe et al. (2009), detalhados no item 1.11
usaram a técnica do microarray (“detox chip”) para estudar diferentes estagios
de populagdes de campo de A. aegypti. Ambos também detectaram expressao
diferencial de MFOs, quantitativa e qualitativamente, entre populagdes
resistentes e susceptiveis a inseticidas, e entre larvas e adultos, embora sé
tenham trabalhado com um ponto em cada estagio.

Embora tenhamos tentado explorar ao maximo a metodologia
disponivel de quantificagdo dos mecanismos de resisténcia, o ensaio para MFO
ndo é capaz de medir diretamente a atividade dessas enzimas. E necessario
que este ensaio, que quantifica o conteudo do grupamento prostético, heme,
das MFO (Hemingway 1998), seja substituido por metodologia mais direta, uma
vez que este € um mecanismo de resisténcia que comeca a se disseminar nas
populagdes brasileiras do vetor.

Quanto as enzimas GST, o declinio de atividade observado nos
primeiros DVA estd em consonancia com os achados de Mouria et al. (1993),
que mostraram o mesmo perfil para fémeas adultas de quatro cepas de A.
aegypti, mantidas em laboratério. Nossos resultados também estdo de acordo
com o trabalho de Lumjuan et al. (2011), que n&o observou alteracbes na
expressao de dois genes GST, entre larvas de 4° instar e adultos de 1 DVA de
duas cepas de A. aegypti resistentes a DDT e a PI. Vale lembrar que estes
autores utilizaram apenas um ponto (ndo especificado) do 4° instar larvar (ver
item 1.11).

Encontramos maior atividade para as Esterases “a-EST” e “B-EST”

no estagio larvar, em consonancia com Lima-Castelani et al. (2004) e Souza-
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Polezzi e Bicudo (2005), usando os mesmos substratos com o mosquito A.
aegypti. Por outro lado, os achados de Bai et al. (2007), que indicaram niveis
crescentes de atividade de Esterases de hormdnio juvenil durante o 4° instar
deste vetor, assemelham-se ao perfil obtido para Esterases “oNPA” em nosso
trabalho.

Em 2007, Montella et al observaram que o perfil das Esterases
“ONPA” era diferente do perfil apresentado pelas Esterases “a-EST” e “B-EST”,
em populagdes de campo coletadas entre 2001 e 2005. Na ocasido, levantou-
se a hipotese de que as Esterases “oNPA” estariam relacionadas com
resisténcia a PIl, enquanto as Esterases “a-EST” e “B-EST” contribuiriam para a
resisténcia a OP, nas populagdes analisadas. A deteccdo, durante o
desenvolvimento do vetor, de perfil distinto de Esterases “oNPA” em relagcao a
“‘a-EST” e “B-EST”, que, por sua vez, foram semelhantes, corrobora a idéia de
que estamos lidando com espécies moleculares e fungdes fisioldgicas distintas.
Por outro lado, estas observacdes estdo em desacordo com a afirmativa da
OMS de que o acetato de p-nitrofenil seria um substrato mais genérico, capaz
de abranger as enzimas quantificadas com os substratos acetato de a- e B-
naftil (Hemingway 1998).

Alguns autores nao consideram que estes substratos (acetato de a-
ou B-naftil) sejam os mais adequados para revelar Esterases potencialmente
envolvidas com a resisténcia metabdlica a OP, uma vez que sao substratos
gerais para varias outras Hidrolases, como Colinesterases, por exemplo (Brown
e Brogdon 1987). Nossos resultados, no entanto, sugerem que a quantificagéo
com acetato de a- ou B-nafti ndo é fortemente influenciada pelas
Acetilcolinesterases: detectamos maior atividade de Ace no estagio adulto, ao
passo que as atividades de “a-EST” e “B-EST”, ao contrario, sdo maiores no
estagio larvar. Além disso, ainda que os acetatos de a- e B-naftil sejam
considerados substratos gerais, experimentos realizados no laboratério,
usando espécimes da cepa Rockefeller pré-expostos a OP, sugerem que estes
sejam substratos de enzimas capazes de responder ao estimulo com OP, de
fato (Belinato 2011, em preparagao).

A OMS recomenda que o0s ensaios bioquimicos sejam feitos com
larvas de 4° instar ou com fémeas de um dia de vida adulta. Contudo, os

resultados aqui obtidos ao longo do desenvolvimento do A. aegypti apontam
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para revisao deste procedimento, com menor restricdo, uma vez que os pontos
de um e dois DVA parecem equivalentes. Neste sentido, pretendemos ainda
realizar, em paralelo, bioensaios e ensaios bioquimicos em espécimes de 1, 2,
3, 4 e 5 DVA, de cerca de 10 populagbes de campo (OMS 1981, 1998,
Hemingway 1998).
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4.4. Mecanismos de Resisténcia em Popula¢oes Naturais de A. aegypti

A fim de obter comparacdo mais direta entre os resultados de
ensaios biolégicos e bioquimicos, um protocolo de ensaios bioquimicos para
larvas do vetor foi adaptado (ver secéo 3.5.3), a partir do protocolo para adultos
descrito anteriormente (Valle et al. 2006). Concomitantemente, a equipe do
laboratério padronizou um bioensaio quantitativo com o inseticida PI
deltametrina, para aplicagdo em espécimes adultos do vetor (dados do
Laboratério ndo publicados), além de ensaios moleculares que detectam a
alteracao Val1016lle no AaNay, previamente correlacionada com resisténcia a
Pl em A. aegypti (Martins et al. 2009). Com isso, atualmente dispomos de
bioensaios quantitativos e de ensaios bioquimicos para larvas e adultos do
mosquito A. aegypti.

Nesse contexto, foram analisados, por meio de ensaios bioquimicos,
mosquitos adultos e larvas de 15 e sete populacdes do vetor, respectivamente,

pertencentes a quatro regides do pais (ver Tabela 3.1).

4.4.1. Avaliagcao de mosquitos adultos

Na tabela 4.4.1 sdo mostrados, para mosquitos adultos das
populagdes do vetor avaliadas, as razdes de resisténcia frente a inseticidas P,
e os resultados de ensaios bioquimicos e moleculares. Bioensaios de larvas

com o OP temephos também sdo mostrados, a titulo de comparacéo.
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Todas as populagdes avaliadas se mostraram resistentes a Pl e OP.
Foram observados, nas populagdes avaliadas por ensaios quantitativos,
variados graus de heterogeneidade, o que pode ser deduzido pelas diferengas
entre as RR5p, RRg5 € RRgg.

Ha indicios de que a mutacao Val1016lle no AaNay esteja fortemente
relacionada com a resisténcia a Pl (Garcia et al. 2009, Martins et al. 2009).
Uma vez que esta mutacdo tem carater recessivo, a Tabela 4.4.1 mostra as
frequéncias alélica e genotipica para cada populagdo. Nas populagdes L a R
foram detectados individuos homozigotos para a mutagdo. Para todas estas
seis populagdes, os ensaios bioquimicos detectaram forte alteracdo nas
enzimas GST,; e, com exceg¢ao da populagdo R, foram também detectados
niveis variados de alteragdo em pelo menos dois outros grupos de enzimas que
participam da resisténcia metabdlica. Neste sentido, vale lembrar que GST,
“oNPA-EST” e/ou MFO ja foram correlacionadas com a resisténcia a Pl em
outros estudos (Hemingway e Ranson 2000, Li et al. 2007, Montella et al. 2007,
Cuamba et al. 2010). Portanto, parece que nessas populagdes multiplos
mecanismos contribuem para a resisténcia a PI: alteragdo no alvo, o AaNa,, e
as enzimas GST, além de outras enzimas detoxificadoras, cuja relagdo com a
resisténcia € mais complexo avaliar. Convém ressaltar que, enquanto é
possivel que alteragcbes nas enzimas “oNPA-EST” ou MFO indiquem relacéo
com resisténcia a PI, alteragcbes verificadas nas enzimas “a-EST” e “B-EST”
podem refletir resisténcia de larvas a inseticidas OP, como previamente
observado em A. aegypti de diferentes origens (Mourya et al. 1993, Wirth e
Georghiou 1999, Macoris et al. 2003, Montella et al. 2007).

Entre as nove populagbes para as quais ndo foram identificados
homozigotos para a mutacdo 7076/le no AaNay, 0s ensaios bioquimicos
detectaram alteracdo de pelo menos duas enzimas relacionadas com a
resisténcia metabdlica, para cada populagdo. Em particular, a enzima GST, de
acordo com o critério utilizado, estava significativamente alterada em todos os
casos avaliados, com excegao das populagdes A e D. Na populagédo A, em
contrapartida, detectamos forte alteracdo de atividade de “oNPA-EST”, além de
alteracdo de MFO; na populagdo D, encontramos grande alteragdo da MFO.
Ainda nestas populacbes, e em praticamente todas as outras, encontramos

alteragdes nas enzimas “a-EST” e/ou “B-EST”, que acreditamos serem reflexo
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de resisténcia a OP. A alteracao da atividade total de Aceticolinesterase, alvo
de OP, em adultos de duas populagdes (D e H) também pode indicar
resisténcia a esta classe de inseticidas. E importante frisar que esta é a
primeira vez que alteragcbes de atividade da enzima Ace, visualizadas por meio
da analise de atividade total (AChE), sdo detectadas em populagdes brasileiras
de A. aegypti.

Das 15 populagdes analisadas, 13 apresentaram atividade de GST
alterada no estagio adulto. Destas, oito apresentaram também alteracdo de
“oNPA-EST”. Com relacédo a estes dois grupos de enzimas, com exce¢ao da
populagdo A, nenhuma das populagbes aqui analisadas apresentou alteracéo
na atividade de “oNPA-EST” isoladamente, ao contrario de GST, cuja alteracéo
de atividade n&o foi acompanhada por “oNPA-EST” em cinco populacdes. Além
disso, 12 das populagdes analisadas apresentaram alteragdo na atividade de
“a-EST” e/ou “B-EST".

Nao foi possivel visualizar, em tentativas preliminares, nenhuma
correlagao entre as RR para Pl e alteragdes de atividade de classes individuais

de enzimas nos adultos.

4.4.2. Avaliacao de larvas
Estas analises foram feitas com sete populacdes, como mostra a
tabela 4.4.2 que inclui ainda as razdes de resisténcia de larvas frente ao OP

temephos.

Tabela 4.4.2: quantificacdo da resisténcia a OP e avaliagdo dos mecanismos
envolvidos em larvas de populagdes naturais de A. aegypti do Brasil.

Parametro Rock A B c E G | (0]
, RR50 1,0 10,6 1,7

BIEOr:zg:gzs ,a?vzs RRY5 10 127 163 17,2 149 118 228
RR99 1,0 159 210 211 197 11,8 324

AChE (Abs/h/mg ptn) 46 79 3 75 6 6 74

AChI (% ativ. remanescente) 0 0 0 0 0 12 1

Ensaios ;;g';n; ;eo MFO (nmoles citimg ptn) 0 19 2 14 16 4 26
Bioquimicos Rockefeller "0-EST" (nmol/mgptn/min) 90 37 68 58 26 15 85
com larvas larva  "B-EST" (nmolimgptn/min) 89 40 80 70 41 22 8
"oNPA-EST" (D Abs/min/mg ptn) 69 16 43 6 1 6 19

GST (nmol/mg ptn) 16 18 9 14 13 15 "

Resultados de bioensaios feitos com o OP temephos, e de ensaios bioquimicos (ver segdes 3.3
e 3.5.5 para definicdo dos critérios de classificagdo).
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De maneira geral, foi observado que as alteragdes de atividade
obtidas pelos ensaios bioquimicos parecem contribuir para as altas razbes de
resisténcia a OP encontradas nos bioensaios, através principalmente de
alteracdo das enzimas “a-EST” e “B-EST”, enzimas detoxificadoras
previamente relacionadas com resisténcia a OP (Hemingway e Ranson 2000,
Montella et al. 2007, Molina e Figueiroa 2009, Miyo e Oguma 2010), pois todas
as populagdes apresentaram alteragdo significativa de atividade destas
enzimas. Além destas, alteragdes de cada uma das enzimas MFO, “oNPA-
EST” ou GST também foram detectadas, em trés, quatro e trés populagdes,
respectivamente. Em especial, observamos forte alteracdo na atividade total da
enzima Acetilcolinesterase, alvo de OP, em quatro das sete populacdes
avaliadas.

Também para larvas nao foi possivel obter, em tentativas
preliminares, correlagdo entre as RR para OP e os niveis de alteracdo de
atividade de classes individuais de enzimas. Neste caso, coincidentemente,
verificamos que as populacdes que mostraram maiores RRgs para OP foram
aquelas com menores alteragdes de atividade de GST, o que enfraquece

argumento de participacao destas enzimas na resisténcia a OP.

4.4.3. Comparagao dos resultados obtidos com larvas e adultos

Para sete populagdes foi possivel realizar ensaios bioquimicos com
larvas e adultos (Tabela 4.4.3); com exceg¢ao da populacdo O, nado foram
detectados individuos homozigotos para a mutagdo Val1016lle no AaNay

(comparar com Tabela 4.4.1).
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Tabela 4.4.3: quantificacdo da resisténcia e comparacao dos mecanismos envolvidos
em larvas e adultos, por meio de ensaios bioquimicos, de populagdes naturais de A.

aegypti.

Parametro A B C E G | (o)

OP  RRy 127 16,3 172 14,9 138 228
larvas
Ensaios
biolégicos
Pl

adultos RRgy5 11,3 14,2 R 12,9 51,3

larvas AChE 46 79 3 75 6 6 74

adultos AChE 0 0 0 1 0 3 0

larvas AChl 0 0 0 0 0 12 1

adultos  AChl 0 3 0 1 0 3 3

larvas MFO 0 19 2 14 16 4 26

adultos MFO 17 5 4 9 19 2 26

°°e":122;2§5° larvas  "a-EST" 90 37 68 58 26 15 85
bioquimicos  adultos  "a-EST" 68 65 71 44 45 23 46
larvas  "-EST" 89 40 80 70 41 22 84

adultos  "p- EST" 47 55 25 32 8 12 12

larvas  "pNPA-EST" 69 16 43 6 1 6 19

adultos  "p NPA-EST" 59 45 52 9 8 18 20

larvas GST 16 18 9 14 13 15 11

adultos  GST 14 23 21 80 49 74 60

Ver secdo 3.5.5 para definicdo do critério de classificacdo adotado para os resultados dos
ensaios bioquimicos.

Em nenhum caso foi observada alteracdo de atividade
remanescente de Acetilcolinesterase, apdés adicdo do CB inibidor (ensaio
“‘AChlI”). Entre as populagdes apresentadas na Tabela 4.4.3, alteragdes de
atividade total de Ace ocorreram apenas no estagio larvar, ao passo que as
alteracbes da enzima GST ocorreram com muito maior intensidade no estagio
adulto. As outras enzimas avaliadas parecem sofrer variagdes em maior ou
menor grau, entre os dois estagios.

Como mencionado nos itens anteriores, avaliagdes preliminares nao
permitiram estabelecer relacdo entre RR e os niveis de alteragdo de nenhuma
classe individual de enzimas. Da mesma forma, ndo foi possivel observar
qualquer padrao, avaliando as sete populagdes, entre os dados de larvas e
adultos, o que aponta para solugbes locais, com relagdo ao manejo da
resisténcia observada.

Uma observacdo interessante refere-se a Ace. Verificamos

anteriormente que a atividade total desta enzima é maior em adultos que em
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larvas (capitulo 4.2). Este resultado foi confirmado por comparagao das
medianas das atividades especificas das sete populagbes aqui avaliadas entre
os dois estagios (dados ndo mostrados). Apesar disto, nestas populagdes,
somente em larvas do vetor foram encontradas alteragdes significativas de
atividade (ensaio “AChE”) em relacao a cepa susceptivel (Tabela 4.4.3).

Um de nossos objetivos originais era elucidar a participagao de cada
classe de enzimas na resisténcia, por meio da correlagdo entre
susceptibilidade/ resisténcia ao inseticida e atividade enzimatica nas
populagdes naturais. Para tanto, procedemos as analises de correlagcao
(Spearman) entre as razdes de resisténcia obtidas nos bioensaios e as
medianas das atividades enzimaticas ou os percentuais acima do p99 de
Rockefeller, de cada populacdo, para tentar inferir a relacdo entre estas
variaveis. Nas analises, feitas com auxilio do programa GraphPadPrism 4.0,
foram usadas somente as sete populagbes mostradas na Tabela 4.4.3, para as
quais dispunhamos dos resultados bioquimicos em larvas e adultos. Também
aqui nao verificamos correlagao significativa entre RR e atividade de classes
especificas de enzimas. Admite-se que deva existir uma série de
particularidades que dificultem este tipo de analise, e que talvez seja
necessario olhar as populagdes caso a caso.

Ainda que correlacdes diretas ndo tenham sido alcangadas, de uma
maneira geral, as alteracdes enzimaticas mostradas pelos ensaios bioquimicos
parecem contribuir para as altas RR obtidas nos bioensaios. Nesse sentido, a
Figura 4.4.1 apresenta, em ordem decrescente de resisténcia a Pl (RRgg), as
sete populagdes da tabela anterior, assim como a classificagdo do aumento de
atividade de enzimas previamente relacionadas com a resisténcia a Pl. Vale
lembrar que destas, apenas a populacdo “O” apresenta homozigotos AaNa,
1016lle/lle. Em todos os casos, com excecado da populacdo “E”, para a qual
apenas dados qualitativos de resisténcia a Pl estdo disponiveis, pelo menos

duas classes enzimaticas estio alteradas.
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alteragdes de atividade

RRgy Pl  populagédo GST "pNPA-EST" MFO
60,2

17,1 C

15,5 G

13,6 B

A

I

E

@]

9,2
8,6
R (DD)

Figura 4.4.1: comparagédo entre as RR a Pl de adultos de sete populagdes de A. aegypti,
apresentadas em ordem decrescente de resisténcia, e alteragdo de atividade de GST, “oNPA-
EST”, e MFO. Estas enzimas foram previamente relacionadas a resisténcia a Pl. No caso da
populagédo E, apenas ensaios com a dose diagnéstica (DD), que a classificaram como
resistente (R), estavam disponiveis. Alteracdes de atividade foram classificadas de acordo com
o critério Laficave (ver segdo 3.1.5). Em vermelho estdo as atividades enzimaticas
consideradas muito alteradas e, em amarelo, as alteradas.

De maneira similar, a Figura 4.4.2 apresenta, agora para larvas, as
populagcdes em ordem decrescente de resisténcia a OP e a classificagcao do
aumento de atividade de enzimas previamente descritas como tendo relagao
com a resisténcia a OP. Como verificado para adultos, em larvas a atividade de
pelo menos duas classes enzimaticas estava alterada nas populacdes
resistentes a OP. Em especial, verificou-se maior atividade das “a-EST” e “B-
EST” em praticamente todas as populagdes avaliadas, com tendéncia de

relagcado entre maior alteragao destas enzimas e maior RR.

alteracdes de atividade

RRy, OP populagio "a-EST"  "B-EST" MFO AChE
21,1 E

21,0 C

19,7 G

15,9 A

11,8 |

9,3 B ]

Figura 4.4.2: comparagdo entre as RR a OP de larvas de sete populagdes de A. aegypti,
apresentadas em ordem decrescente de resisténcia, e alteracdo de atividade de “a-EST”, “B-
EST”, MFO, e AChE. Todas estas enzimas foram previamente relacionadas a resisténcia a OP.
Alteracdes de atividade foram classificadas de acordo com o critério Laficave (ver segéo 3.1.5).
Em vermelho estdo as atividades enzimaticas consideradas muito alteradas e, em amarelo, as
alteradas.

E importante observar que estes esquemas buscaram relacdes entre

grupos de enzimas previamente reportados como tendo papel importante na
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manifestacdo da resisténcia a Pl ou a OP, em varios organismos. Procurou-se,
com isto, simplificar os resultados apresentados nas Tabelas 4.4.1, 44.2 e
4.4.3. Admite-se, no entanto, que estes esquemas possam criar um viés de
interpretacdo ao deixar de contemplar as outras alteragcdes observadas e sua

possivel relagcdo com a resisténcia a Pl e OP.

4.4.4. Populagées naturais de A. aegypti: mecanismos de resisténcia

As 15 populagbes avaliadas em 2009 e 2010 apresentaram
resisténcia aos inseticidas OP e PI, de acordo com os bioensaios. Ensaios
moleculares, para detec¢ao de alteracédo no alvo de PIl, o AaNa,, e ensaios
bioquimicos, foram feitos com adultos de todas as populacbes. Para sete
populagdes também foram feitos ensaios bioquimicos para avaliagdo dos
mecanismos de resisténcia em larvas.

Com relagao a Ace, alvo de OP, embora a atividade especifica desta
enzima seja maior no estagio adulto, as maiores alteragbes relativas a
Rockefeller foram detectadas em larvas (Figura 4.3.2 e Tabelas 4.4.1 — 4.4.3),
0 que mostra que a expressao desta enzima pode ser modulada ao longo do
desenvolvimento ou em fungao da populacéo. Esta alteracdo na atividade total
da enzima Ace (AChE), nunca antes relatada em populagdes brasileiras do
vetor, € um fato que deve ser considerado na escolha dos larvicidas usados no
pais, visto que o OP temephos ainda é utilizado como larvicida em varios
municipios (MS-SVS 2009b). Em adig¢ao, recentemente, nas localidades onde
foi detectada resisténcia a Pl, o PNCD recomendou, no combate as formas
adultas do mosquito A. aegypti, o uso dos inseticidas OP malathion e
fenitrothion, que tém como alvo a enzima Ace (MS-SVS 2009b, d). Admite-se
que nao temos compostos disponiveis, além de Pl e OP, para aplicagdo como
adulticidas. Contudo, recomendamos a descontinuagdo do uso do OP
temephos como inseticida de primeira escolha no combate as larvas de A.
aegypti no pais, além da continuacdo de sua troca por IGRs, que sé&o
compostos para os quais ainda nao se detectou resisténcia.

Por outro lado, a analise de inibigdo da atividade de Ace (AChl) nao
evidenciou qualquer alteracdo das populagcdes em relacdo ao controle
suscetivel. Vale lembrar que haviamos suspeitado da adequacdo das

concentracdes do inibidor CB empregadas no ensaio AChl. Fizemos curvas do
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tipo dose-resposta para larvas e adultos (item 4.2.2) e mudamos as
concentragcdes de inibidor nos ensaios aqui apresentados (item 4.2.3). No
entanto, a definicdo da concentragdo do inibidor nos ensaios de rotina deve
considerar que provavelmente o racional da metodologia original foi que
mutacdes da enzima que restringissem sua afinidade pelo CB (Weill et al.
2004, Cassanelli et al. 2006, Mori et al. 2007) seriam rapidamente detectadas
com altas doses de propoxur.

O conjunto de nossos resultados, AChE e AChl, fornecem indicios
de um potencial aumento quantitativo (e nao qualitativo) de Ace nas
populagdes avaliadas. Entretanto, para confirmar esta hipdtese, seria
interessante o estudo da expresséo dos genes ace do A. aegypti.

Encontramos, em larvas e adultos das populacbes avaliadas,
alteracdo na quantificagdo das MFO, o que n&o havia sido identificado
anteriormente no contexto do monitoramento dos mecanismos de resisténcia
das populagbes brasileiras do vetor da dengue, com a metodologia atual
(Montella et al. 2007). Vale mencionar que haviamos detectado uma populagéo
com alteracdo nesta classe de enzimas anteriormente (Braga et al. 2005),
quando o critério ainda era a comparacao visual de perfis de atividade das
populag¢des. Desde entdo, alteragdo na quantificacdo desse grupo de enzimas
foi vista somente nas populacdes coletadas em 2009 e 2010, mostradas neste
capitulo. Este fato foi particularmente preocupante, visto que esta superfamilia
de proteinas catalisa numerosas reagdes oxidativas, com pouca especificidade
por substrato (Bergé et al. 1998, Hemingway e Ranson 2000, Li et al. 2007).
Em funcgéo disto, estdo virtualmente envolvidas com a metabolizagdo de todas
as classes de inseticidas, o que pode limitar ainda mais o0 numero de
compostos inseticidas disponivel para o controle de A. aegypti no Brasil.

Com excecao de adultos da populagao R, encontramos alteragao em
mais de uma atividade enzimatica da “resisténcia metabdlica” em todas as
populagdes. Todas as sete populagdes analisadas nos dois estagios
apresentaram alteragao de “a-EST” e “B-EST” no estagio larvar, ao passo que
as alteracdes de GST foram mais exacerbadas no estagio adulto.

Varios grupos sugerem que GSTs desempenhem papel importante
na resisténcia a Pl em A. aegypti (Li et al. 2007, Montella et al. 2007,

Marcombe et al. 2009). Nossos resultados com adultos corroboram estas
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evidéncias. Por outro lado, ndo encontramos associagao aparente desta familia
de enzimas com resisténcia a OP.

Em trabalho anterior do nosso grupo, de analise de populagdes
coletadas em trés biénios consecutivos, foi sugerido, de maneira geral, que a
dindmica de atividade dos mecanismos de resisténcia refletia o histérico de uso
de inseticidas no controle do vetor, no Brasil (Montella et al. 2007). Observou-
se ligeira diminuicdo das atividades “a-EST” e “B-EST” ao longo dos biénios, e
foi proposta relagcdo destas enzimas com resisténcia a OP nas populacdes
brasileiras de A. aegypti (Macoris et al. 2003, Montella et al. 2007), uma vez
que em 2001 teve inicio a substituicdo desta classe de inseticidas para o
controle de larvas, em municipios resistentes. Além disto, observamos
progressivo aumento de atividade para GST e “oNPA-EST” apds a introducéo
de inseticidas Pl no controle do estagio adulto do vetor (Montella et al. 2007).
Comparacdo com os resultados aqui mostrados sugere que, enquanto a
dinamica de “oNPA-EST” nao é facilmente interpretada, as alteragcdes de GST
parecem manter tendéncia de aumento. Por outro lado, a queda nas atividades
“‘a-EST” e “B-EST” ndo se consolidou. Ha relatos de importante papel de “o-
EST” na detoxificacdo de PI, em diferentes populag¢des de A. aegypti do México
e da Tailandia (Flores et al. 2006, Pethuan et al. 2007), o que poderia também
estar ocorrendo com as populagcdes do Brasil. Contudo, verificamos que as
razdes de resisténcia para temephos, no caso das populagbes para as quais
dispunhamos de avaliagdes anteriores, também nao parecem ter diminuido, o
que pode justificar a persisténcia das alteragdes de “a-EST” e “B-EST"- e é
consistente com o fato de que varios municipios ainda nao substituiram
temephos por outro larvicida (MS-SVS 2009b).

Apesar destas tentativas de correlagdo, até agora a quantidade de
populagdes investigadas nos dois estagios foi pequena. Por isso, pretendemos
proceder aos ensaios em mais populagdes naturais do vetor, de forma a tentar
confirmar as relagdes aqui levantadas, ou evidenciar novas. Por outro lado, no
contexto do monitoramento da resisténcia, é necessario ter foco em cada
populagdo, acompanhando as alteragdes ao longo do tempo e procurando, de
forma localizada, relagdo entre as resisténcias encontradas e seus

mecanismos.
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Curiosamente, nossas observagdes apontaram ainda que, dentre as
populagdes que apresentaram individuos homozigotos para a mutacéo
Val1016lle no AaNay,, todas, sem excecdo, apresentaram a atividade de
enzimas GST classificadas como muito alteradas. Uma possivel explicagao
seria a de que estas duas caracteristicas poderiam estar, ao menos em parte
no caso dos genes GST, localizadas dentro de um mesmo grupo de ligacao,
em um mesmo cromossomo. Sabe-se que, em A. gambiae, o gene Nay esta
localizado no cromossomo 2 (Ranson et al. 2004), enquanto um cluster de
genes de GST da classe Epsilon, previamente descrita como capaz de
metabolizar inseticidas, localiza-se no cromossomo 3 (Ranson et al. 2001). Em
A. aegypti, no entanto, o gene Nay esta também localizado no cromossomo 3
(Severson et al. 1997), o que, em teoria, tornaria esta hipotese viavel. Resta
verificar se o cromossomo 3 desta espécie tem clusters de GST.

A andlise de nossos dados sob diferentes perspectivas mostrou que
nao existe, nas popula¢cdes avaliadas neste trabalho, uma regra geral que
relacione resisténcia a uma classe de inseticidas a alteracdo de uma familia
especifica de enzimas. Apesar disto, os dados indicam que alteragdo na
atividade de GST concorre para a resisténcia a Pl nos adultos, ao passo que
alteracbes nas atividades de “a-EST”, “B-EST” e/ou Ace, parecem contribuir
para a resisténcia de larvas a OP. No entanto, ndo temos ainda elementos para
apontar o grau de contribuicdo de cada uma dessas alteragdes para o fendtipo
da resisténcia. Nossos dados revelaram que a resisténcia a Pl e OP, nas
populagdes naturais de Aedes aegypti avaliadas, se mostra complexa,
resultando da combinacdo de varios mecanismos. Para compreender este
quadro, tem ficado evidente a necessidade de analises que contemplem varios
fatores simultaneamente; que permitam trabalhar de forma mais precisa com a
relagao entre a resisténcia a inseticidas e seus mecanismos metabdlicos.

Além destas dificuldades metodologicas, ha ainda uma série de
fatores, sobre os quais ndo temos controle, que podem influenciar os
mecanismos de resisténcia nas populagdes brasileiras: o potencial uso de
inseticidas distintos em cada municipio no contexto de programas de controle
de outros vetores; a qualidade dos compostos aplicados, e das aplicacdes; o
impacto do uso domeéstico de inseticidas; dentre outros. Estas particularidades,

aliadas ao fato de a resisténcia a OP e Pl e dos mecanismos de resisténcia
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serem frequentemente muito focais (Ranson et al. 2010), apontam para a

necessidade de olhar as populagdes caso a caso.

5. DISCUSSAO

O manejo da resisténcia a inseticidas requer a aplicagao de técnicas
rapidas, capazes de detecta-la em seus estagios iniciais nas populacdes de
vetores (Brown e Brogdon 1987). Os bioensaios, que detectam e quantificam a
resisténcia, sdo metodologias importantes para os programas de controle e de
monitoramento da resisténcia de vetores. Mudancas no perfil de suscetibilidade
das populagdes de campo avaliadas podem implicar na troca do inseticida
utilizado em campo (Braga e Valle 2007c, MS-SVS 2009a, b, c, d). O estudo
dos mecanismos que geram resisténcia a inseticidas também tem importancia
porque alteracdo de um mesmo mecanismo pode ocasionar resisténcia a
inseticidas de classes diferentes e, sendo assim, este estudo poderia indicar
meios mais sustentaveis e racionais de troca de inseticidas no campo.

Na rotina do monitoramento da resisténcia de A. aegypti a
inseticidas, no escopo da Rede MoReNAa, o Laficave identifica e quantifica,
por meio de bioensaios, a resisténcia aos inseticidas OP (Lima et al. 2003,
Braga et al. 2004, Montella et al. 2007) e PI (Pereira-da-Cunha et al. 2005,
Montella et al. 2007) nas populagdes do vetor avaliadas. Também adaptamos,
a partir de ensaios recomendados pela OMS e pelo CDC, metodologia que
permite avaliagao sistematica de todas as principais enzimas envolvidas com a
resisténcia metabdlica e da Acetilcolinesterase (Ace), sitio-alvo dos inseticidas
OP e CB, em espécimes adultos do A. aegypti (Valle et al. 2006). Resultados
desses ensaios auxiliam a subsidiar as agbes de manejo de inseticidas no
campo. Mais recentemente, foi incluida nas metodologias da Rede MoReNAa a
avaliagao de alteragdo no canal de sddio regulado por voltagem, alvo dos
inseticidas Pl (Saavedra-Rodriguez et al. 2007, Martins et al. 2009).

No presente trabalho, foi adaptada uma metodologia que permitiu a
avaliagdo de enzimas relacionadas com a resisténcia metabdlica e da
Acetilcolinesterase (Ace) — alvo de OP, em larvas do vetor (capitulo 4.1). Com
isso, conseguimos comparar resultados de ensaios biolégicos para OP e de
ensaios bioquimicos, ambos feitos com larvas, além de compararmos os

resultados de bioensaios para PI, feitos com mosquitos adultos, e de ensaios
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bioquimicos também aplicados sobre esta fase evolutiva do vetor (capitulo 4.4).
Este estudo revelou alteracbes de determinados mecanismos de resisténcia
que foram mais restritas ao estagio larvar (AChE), e outras, mais intensas no
estagio adulto (GST) das populagdes de A. aegypti analisadas. No entanto, n&o
foi observada relagdo diagndstica entre a resisténcia a um determinado
composto e a alteragcdo de um mecanismo de resisténcia apenas, 0 que
confirmou o carater multifatorial da resisténcia a OP e a Pl nas populacdes
brasileiras do vetor analisadas, com diferentes mecanismos contribuindo, em
conjunto, para a manifestagao da resisténcia.

Realizacdo dos ensaios bioquimicos ao longo do desenvolvimento
da cepa suscetivel Rockefeller e de duas populagdes naturais de A. aegypti,
ambas resistentes a OP e PI (capitulo 4.3), revelou quatro diferentes padroes
para as enzimas avaliadas: atividades que sao superiores no estagio adulto
(atividade total da Ace); atividades maiores no estagio larvar (Esterases “a-
EST” e “B-EST”); atividades que aumentam no decorrer de cada estagio
avaliado (MFO) e atividades que tendem a aumentar ao longo do estagio larvar
e a diminuir nos primeiros dias de vida adulta (Esterase “oONPA-EST” e GST).
Nestes ensaios também foi confirmado o dado sugerido por Montella et al., em
2007, de que as enzimas quantificadas no ensaio “oONPA-EST” sédo diferentes
das enzimas quantificadas nos ensaios “a-EST” e “B-EST” — 0 que contradiz a
afirmativa da OMS de que o substrato acetato de p-nitrofenil, usado no ensaio
“ONPA-EST” seria mais generalista e capaz de abranger as enzimas
mensuradas nos ensaios “a-EST” e “B-EST” (Hemingway 1998).

Além disso, observou-se que a enzima Acetilcolinesterase € mais
inibida em larvas que em adultos, para uma dada concentracdo de carbamato
(capitulo 4.2), reflexo da maior atividade enzimatica no estagio adulto.
Verificamos ainda, nas andlises ao longo do desenvolvimento e das
populag¢des naturais do vetor (capitulos 4.3 e 4.4), que alteragbes na atividade
total da Acetilcolinesterase das populagdes de campo (em relagdo a cepa
suscetivel) no estagio larvar, ndo se propagam para o estagio adulto. Por outro
lado, nao foi detectada nenhuma alteragao de inibicdo da Ace (AChl), até entao
a unica analise empregada na rotina de avaliagédo, baseada na técnica descrita
por Ellman, em 1961. Por isso, reiteramos sugestdo de incluir andlise de
atividade total da Ace (analise AChE) na rotina da Rede MoReNAa.
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A adaptacao dos ensaios bioquimicos para larvas, aqui apresentada,
foi importante pois permitiu um maior detalhamento do perfil das populagdes de
campo avaliadas e, em especial, possibilitou a comparacdo direta com os
bioensaios realizados nesta etapa do desenvolvimento. Ao iniciarmos a
adaptacdo do protocolo, encontramos muita dificuldade para tornar viavel a
avaliagdo de todas as enzimas em cada espécime individual. A solugao
encontrada foi a de procedermos a um ensaio que quantificasse todas as
enzimas avaliadas nos adultos, porém sem duplicatas. Decidimos fazer o
ensaio com larvas em duas etapas, uma diagndstica, sem duplicatas, e a outra
que promoveria um detalhamento das alteragbes detectadas na primeira,
contemplando apenas as enzimas alteradas, com duplicatas. A segunda etapa
depende dos resultados da primeira, e pode envolver a avaliagdo de grupos
distintos de enzimas em cada populagao - justamente porque, de acordo com
nossa experiéncia, € comum que populagdes diferentes do vetor encontrem
solucdes diferentes para resistir aos inseticidas que Ihes sdo aplicados. Além
disto, foram observados, no caso de algumas enzimas, perfis diferenciados
para larvas e adultos de uma mesma populacéo, o que pode resultar em acgdes
diferentes para o manejo local da resisténcia das mesmas. Vale ainda ressaltar
que ha perspectiva de incorporar esta nova ferramenta na rotina do
monitoramento, no contexto dos outros laboratorios da Rede MoReNAa.

No caso do ensaio com a enzima Ace, avaliou-se a concentragao de
inibidor usada. A concentragao, indicada no manual da OMS, de 200 uM (final)
de propoxur, adotada por inibir pelo menos 70% da atividade total da Ace nos
mosquitos susceptiveis (Hemingway 1998), parece ter sido escolhida, de
maneira arbitraria, a partir de curvas feitas com mosquitos dos géneros
Anopheles e Culex, nos estudos referenciados por este manual (Raymond et
al. 1985, Hemingway e Smith 1986, Brogdon e Barber 1987, Brown e Brogdon
1987, Brogdon et al. 1988, Moores et al. 1988, ffrench-Constant e Bonning
1989). Nas curvas mostradas nestes trabalhos, a concentracdo sugerida
permitia uma distingdo bastante clara entre os individuos que apresentavam
alteracao na sensibilidade da Ace e os que nao apresentavam. Nesse contexto,
as curvas mostradas no capitulo 4.2 revelaram perfis de inibicdo das
populagdes de campo, resistentes a temephos, similares ao da cepa

Rockefeller; estas curvas também mostraram padréao de inibigdo distinto entre
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larvas e adultos, com maior inibicio da Ace de larvas. E importante também
ressaltar que, apesar de auséncia de alteragdo no perfil de inibicdo por CB em
todas as populac¢des avaliadas, identificamos, em algumas populagdes do vetor
resistentes a OP, alteragcbes na atividade total de Ace, o que ndo tem sido
avaliado em populagdes de A. aegypti até entao.

Dentre as 15 populagdbes de campo avaliadas por ensaios
biolégicos, bioquimicos e moleculares no capitulo 4.4, todas foram
consideradas resistentes a OP e PIl. Destas, seis apresentaram individuos
homozigotos para a mutagdo Val1016lle no AaNay, relacionada com
resisténcia a Pl (Martins et al. 2009). Ensaios bioquimicos foram realizados
com adultos das 15 populagdes, e com espécimes larvares de sete. De
maneira geral, os resultados dos ensaios bioquimicos revelaram alteragdes de
Ace e Esterases preferencialmente no estagio larvar, alteragdes de GST mais
restritas ao estagio adulto, e alteragdo de MFO nos dois estagios do vetor
avaliados. Nossos resultados corroboram a natureza multifatorial da resisténcia
a Pl e OP, nas populagbes naturais brasileiras de Aedes aegypti. Além disto,
dependendo da populagao considerada, distintas combinagdes de mecanismos

parecem contribuir para a resisténcia.
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6.

CONCLUSOES

Adaptamos, para larvas, metodologia de quantificagdo, em A. aegypti
adultos, da atividade de enzimas relacionadas com a resisténcia
metabdlica e com Ace, alvo de OP e CB. Esta metodologia permite avaliar
rapidamente, com espécimes individuais, o perfil dos mecanismos de
resisténcia em populacdes do vetor.

Foi demonstrada a existéncia de um perfil de inibicdo, por CB,
diferenciado para a Ace de larvas e de adultos, sendo larvas mais inibidas
que adultos. Em consonancia, verificou-se que a atividade total de Ace em
larvas € menor que em adultos.

Em funcéo deste perfil diferenciado de inibicdo, passamos a adotar, para
0s ensaios bioquimicos com larvas e adultos, concentragcdes de 75 uM e
150 uM (final) do CB propoxur, respectivamente, ao invés da
concentragédo de 200 uM sugerida pela OMS.

A analise, em 15 populagcbes de campo, da atividade total de Ace,
proposta nesta dissertagdo, revelou alteracdo em adultos de duas
populagdes, e em larvas de quatro populagdes. Por outro lado, analise de
inibicako da Ace com o CB propoxur, das mesmas populagdes, nao
mostrou alteragdo alguma de susceptibilidade da enzima ao inseticida.
Quantificamos as enzimas relacionadas com a resisténcia a inseticidas, ao
longo do ciclo de vida do A. aegypti, e observamos quatro perfis distintos:
- maior atividade no estagio adulto - AChE;

- maior atividade no estagio larvar - Esterases “a-EST” e “B-EST”;

- atividade que aumenta no decorrer de cada estagio avaliado - MFO;

- atividade que tende a aumentar no estagio larvar e a diminuir nos
primeiros dias de vida adulta - Esterase “oNPA” e GST.

Os perfis de atividade enzimatica das Esterases “a-EST” e “B-EST”, ao
longo do desenvolvimento da cepa susceptivel e das duas populagbes
avaliadas, foram completamente diferentes do perfil de Esterase “oNPA”,
0 que contradiz recomendacdo da OMS, de uso deste substrato para
deteccdo de Esterases genéricas, a serem posteriormente detalhadas

com os substratos “a-EST” e “B-EST".
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As duas populagdes de campo analisadas ao longo de seu ciclo de vida,
apresentaram AChE cerca de trés a seis vezes maior que a cepa
Rockefeller, apenas no estagio larvar. Curiosamente, esta grande
diferenca ndo se propagou para o estagio adulto.

Nas populagbes de campo avaliadas, confirmamos o carater multifatorial
da resisténcia a OP e PI, com a contribuicdo de diferentes mecanismos.
Nao foi visualizada, em nossos ensaios, nenhuma associagao
“diagndstica” entre a resisténcia a uma classe especifica de inseticida e a
alteracao de uma determinada familia de enzimas.

Apesar disto, o conjunto dos dados aqui mostrados sugere que alteracdes
de GST estejam concorrendo para a resisténcia a Pl nos adultos, e que
alteracdes de Esterases “a-EST” e “B-EST”, e de AChE, contribuam para a
resisténcia a OP observada nas larvas das populagdes de A. aegypti

avaliadas.
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