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RESUMO

O mosquito Aedes aegypti é vetor dos virus causadores de doencas
humanas entre as quais incluem-se a dengue, a dengue hemorragica e a
febre amarela. A transmissdo dessas doencas € feita pelas fémeas
adultas, as quais necessitam de repasto sanguineo para amadurecimento
de seus Ovulos. Ao picar individuos doentes e depois individuos nao
infectados, as fémeas transmitem os virus absorvidos dos primeiros,
juntamente com o sangue. Vérios estudos mostraram que o tratamento
com cafeina (CAF) blogueia o desenvolvimento e mata A. aegypti na fase
larval, impedindo a producdo de adultos e, consequentemente, a
transmissdo das doencas mencionadas. Paralelamente, trabalhos
preliminares indicaram que o tratamento do mosquito com CAF altera o
padrdo de sintese das enzimas esterases. Sd0 enzimas que
desempenham papel importante em varios processos fisioldgicos dos
organismos, estando inclusive envolvidas no controle da metamorfose dos
insetos. No presente trabalho, as esterases foram analisadas em géis de
poliacrilamida corados com a-naftil e B-naftil acetatos e Fast Blue RR. As
amostras foram preparadas com larvas L2/L3, L4, pupas e adultos,
porém, tendo em vista que a fase L4 foi a que permitiu melhor observacao
das bandas, o estudo praticamente restringiu-se a mesma. A comparacao
das amostras dos mosquitos tratados e controle envolveu a observacao
da presenca e da frequéncia das bandas esterasicas nos geéis. Foi
também analisado o grau de expressdo das bandas com base na
intensidade de coloracdo avaliada pelo programa computacional Global
Lab Image. A presente analise mostrou que a CAF altera cinco bandas [3-
esterasicas (EST-17A a EST-21) e um grupo de bandas a-esterasicas
(EST-12 a EST-14). As bandas EST-17A a EST-20 apresentaram reducéo
em ambas as caracteristicas, enquanto EST-21 e as a-esterases
apresentaram aumento. Tendo em vista as variagbes do grau de

expressao das esterases, paralelamente ao bloqueio do desenvolvimento



larval aventou-se a hipétese de que essas esterases estejam
relacionadas com a regulacdo dos hormonios controladores do
desenvolvimento. Desta forma, por exemplo, as B-esterases poderiam
constituir esterases do hormonio juvenil que seriam expressas em niveis
mais baixos sob tratamento com a cafeina. Esses niveis de expressao
ndo seriam suficientes para desdobrar o horménio juvenil, que € um
processo necessario para ocorrer a muda. A classificacdo dessas bandas
como carboxilesterases, a mesma classificacdo da esterase do hormdnio
juvenil descrita na literatura, incentiva a continuidade do teste dessa
hipotese. Nesse sentido algumas das bandas que se alteram sob a¢éo da
CAF foram isoladas do gel e as enzimas correspondentes sofreram uma
primeira purificacdo para posterior sequenciamento a ser realizado no
Laboratorio de Tecnologia Enzimatica da FCFRP-USP por cromatografia

de troca ibnica e exclusdo de massa molecular.

Palavras-chave: hormonio juvenil, esterase do horménio juvenil, ecdisona,

grau de expressao de bandas esterasicas, eletroforese.



ABSTRACT

The mosquito Aedes aegypti is a vector of human disease-causing virus,

including dengue, dengue hemorrhagic fever and yellow fever. The
transmission of these diseases is made by the adult females, which
require blood repast for completing their eggs maturation. When females
bite sick individuals and later bite healthy individuals, they transmit the
virus absorbed with the blood from the first. Several studies have shown
that treatment with caffeine (CAF) blocks development and kills A. aegypti
in the larval phase, preventing the production of adults and, consequently,
the transmission of the mentioned diseases. In addition, preliminary work
indicated that CAF treatment of A. aegypti changes the pattern of
synthesis of esterase enzymes. The esterase enzymes play important
roles in various physiological processes of the organisms, including
among them the control of the metamorphosis of insects. In the present
study, the esterases were analyzed in polyacrylamide gels stained with a
and R naphthyl acetates and Fast Blue RR. The samples were prepared
with L2, L3 and L4 larval stages, pupae and adults. However, considering
that the L4 stage was the one that allowed better observation of the
bands, the study was almost restricted to it. The comparison of the treated
and control mosquitoes involved observations of the presence and
frequency of the esterase bands in the gels. The degree of expression of
the bands was also analyzed on the basis of the staining intensity
evaluated by the Global Lab Image computer program. The analysis
showed that CAF changed five B-esterase bands (EST-17A to EST-21)
and a group of a-esterase bands (EST-12 to EST-14). The bands EST-
17A to EST-20 showed reduction in both characteristics, while EST-21
and the a-esterases showed increase of them. In view of the changes
occurred in the degree of expression of the esterases, parallel to the larval
development block we thought in the hypothesis that these esterases are

related to the regulation of the hormones that control development. For



example, the B-esterases could be juvenile hormone esterases expressed
at lower levels under treatment with CAF. These decreased expression
levels could not be sufficient to metabolize the juvenile hormone, a
process that is necessary to the occurrence of metamorphosis. The fact
that these esterases were classified as carboxilesterases, the same
classification of the esterase of juvenile hormone described in the
literature, encourage continuing the tests for this hypothesis. In this way,
some bands that change under the effect of CAF were isolated from the
gels and subjected to initial purification of the enzymes for subsequent
sequencing in the Enzyme Technology Laboratory from FCFRP-USP,

using the ion-exchange chromatography and molecular mass exclusion.

Keywords: juvenile hormone, esterase of the juvenile hormone, ecdysone,

expression degree of esterases, electrophoresis.
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1. INTRODUCAO

1.1. O mosquito Aedes aegypti

1.1.1. Dados gerais sobre a biologia.

O género Aedes (Diptera: Culicidae) compde-se de aproximadamente 700
espécies, entre as quais algumas sdo vetoras de doengas humanas. Uma dessas
espécies € o mosquito Aedes aegypti (A. aegypti) que é vetor dos virus causadores
de doencas humanas graves, como a dengue, a dengue hemorragica e a febre
amarela. A. aegypti é originario da Africa de onde se alastrou para diversos paises,
principalmente nas areas tropicais (SLOSEK, 1986; REYES-VILLANUEVA,
1990; RODHAIN, 1996).

A distribuicdo geografica de A. aegypti esta diretamente relacionada a
temperatura do ambiente. Para os adultos desse mosquito, exposices a
temperaturas inferiores a 6° C ou superiores a 42° C sdo consideradas letais. Para
larvas, o intervalo de temperatura ndo letal é de 8° C a 46° C e para ovos, de 20° C
a 46° C (SLOSEK, 1986). A disponibilidade de agua é também fator
preponderante para a presenca do mosquito, uma vez que 0s ovos se desenvolvem
nesse meio até a fase adulta.

No Brasil, essa espécie foi eliminada do Pais, na década de 1950, mas foi
reintroduzida e disseminou-se a partir dos meados de 1980, estando hoje presente
em todos os Estados brasileiros. Muitas regifes sofrem com a incidéncia da
dengue, algumas com indices elevados de dengue hemorragica. Como ja foi
mencionado, sdo doencas graves, sendo que a dengue, embora geralmente ndo
fatal, causa sofrimentos enormes, como descrevem as pessoas que ja a contrairam.
Além disso, frequentemente deixa sequelas caracterizadas por dores musculares e
articulares e dificuldades digestivas, entre outras. A dengue hemorragica, com alto
indice de mortalidade, pode ocorrer na primeira vez em que o individuo €

contaminado, mas, com maior frequéncia, atinge individuos reinfectados por um
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tipo de virus diferente daquele que o contaminou na primeira vez (REBELO et al.,
1999; BARRETO; TEIXEIRA, 2008).

Sd0 conhecidos, atualmente, quatro tipos de virus que podem ser
transmitidos pelo A. aegypti, denominados de DEN1, DEN2, DEN3 e DEN4
(FIGUEIREDO et al., 2008). A presenca de varios tipos virais aumenta a
probabilidade de reinfeccdo por outro virus e, consequentemente, aumenta as
chances do aparecimento do quadro sintomatico mais grave da doenca, a dengue
hemorragica.

A morfologia dos adultos de A. aegypti permite distingui-los dos demais
mosquitos por varios aspectos. O clipeo é revestido de escamas, 0 mesonoto
apresenta duas linhas longitudinais medianas de escamas amareladas, e de cada
lado, uma linha prateada curva gue se torna reta no terco posterior e se prolonga
até o escutelo formando, no conjunto, o desenho de uma lira, caracteristica da
espécie. As patas apresentam anéis brancos. A larva possui um sifdo respiratorio
castanho-escuro, quase negro e curto. Devido a este sifdo, ela permanece em
posicdo quase vertical em relagdo a superficie liquida (PESSOA; MARTINS,
1982).

O ciclo de desenvolvimento do A. aegypti inclui as fases de ovo, larva (L1,
L2, L3, L4), pupa e adulto, com duracdo dependente da temperatura (em geral de
cinco a 12 dias, em nossa regido).

A oviposicdo de A. aegypti é feita em recipientes onde ocorre o0 acimulo de
agua. Na natureza, os principais locais de criagdo sdo lagoas, pantanos e outros
ambientes alagaveis, buracos em arvores e plantas como bromélias e bambus, que
possuem estruturas que acumulam agua. No entanto, devido principalmente a
devastacdo de éareas naturais e acumulo de lixo, esse inseto acabou se
estabelecendo na area urbana onde qualquer tipo de recipiente pode tornar-se um
criadouro (LEMOS et al., 2010).

Os ovos sdo depositados separadamente uns dos outros, em lotes, nas
proximidades da 4gua ou na sua superficie, com intervalos de um ou mais dias. Os
ovos que estiverem depositados fora da agua podem permanecer viaveis por

muitos meses, resistindo a dessecacdo. Quando houver &gua no local,
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desenvolvem-se, liberando as larvas. Esta caracteristica da biologia do Aedes €
uma das causas da dificuldade do seu controle. Outra dificuldade no controle é
que os locais de postura podem ser grandes reservatorios com agua parada como
piscinas ndo tratadas e caixas d’agua e até um pedaco de plastico ou uma
tampinha de garrafa que se enchem de &gua da chuva ou da rega de plantas
(BICUDO, 2008)

1.1.2 Transmissao dos virus pelo A. aegypti

A transmissdo das doencas virais da-se por meio da fémea adulta, que é o
sexo hematofago. As fémeas precisam alimentar-se de sangue para que Sseus
ovulos completem a maturacdo, enquanto o0s machos alimentam-se
exclusivamente de néctar doce. Quando a fémea pica o individuo doente, os virus
sdo ingeridos com o sangue e, apds se reproduzirem no seu organismo, Sdo

inoculados juntamente com a saliva na picada de outro individuo.

1.1.3. Formas de controle: o uso da cafeina

Presentemente, sem vacina e sem tratamento especifico, o controle da
dengue depende de combater os mosquitos de modo que sua populacdo seja
mantida em niveis suficientemente baixos para reduzir a probabilidade de uma
fémea picar uma pessoa doente e disseminar os virus (BARATA et al., 2001).

A principal forma de controle do mosquito tem sido a redu¢do populacional
via aplicacdo de inseticidas organofosforados e piretroides, visando a eliminar
larvas e adultos respectivamente. Entretanto, muitas das populagdes de mosquitos,
no Brasil e no exterior, vém demonstrando, ha tempos, o desenvolvimento de
resisténcia a esses inseticidas, o que reduz sua eficiéncia no controle (MACORIS
et al., 1995, 1999, 2003; RODRIGUEZ et al., 2001; CARVALHO et al., 2004;
LIMA et al., 2006; OCAMPO; WESSON, 2004).

A resisténcia aos inseticidas esta relacionada a capacidade do organismo de

metaboliza-los. No caso do Aedes, essa capacidade esta ligada, pelo menos
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parcialmente, a um aumento da taxa de sintese de dois tipos de esterases, as
carboxilesterases e as acetilcolinesterases, classificadas com base no seu
comportamento perante 0s inibidores malation e sulfato de eserina
(OAKESCHOTT et al., 1993)

Temos ainda que considerar o efeito toxico dos inseticidas, constatado ao
longo dos anos, em relagdo ao ambiente e aos organismos, inclusive o homem
(MARZOCHI, 1994; QUEIROZ et al., 1999).

Assim, a toxicidade dos inseticidas somada ao desenvolvimento de
resisténcia, aumenta a preocupacao com relacdo ao uso dessas substancias, e hoje
se busca obter a participacdo ativa da populacéo na eliminacdo dos criadouros do
A. aegypti, a unica forma realmente efetiva de combater o mosquito.

Paralelamente, tem havido uma busca intensa de formas alternativas de
controle que eliminem o inseto sem causar danos ao ambiente € ao homem.
Tentativas de utilizar mosquitos transgénicos tém falhado devido ao seu baixo
valor adaptativo comparativamente aos mosquitos normais, ou por outras causas
entre as quais se inclui a necessidade de um numero extremamente grande de
mosquitos alterados para serem soltos na natureza (OLIVEIRA et al., 2011)

Muitos extratos de diferentes plantas e mesmo substancias de uso doméstico
comum tém sido testadas. Uma dessas substancias, de efeito demonstrado em
estudos laboratoriais, tem sido o uso da cafeina. Esta substancia intoxica as larvas
causando o bloqueio do seu desenvolvimento e levando-as a morte. Assim, ndo
sdo produzidos adultos, fase em que se da a transmissdo (LARANJA et al., 2003;
GUIRADO, 2008; GUIRADO; BICUDO, 2007; LARANJA; BICUDO, 2006).

1.2. Cafeina no controle de Aedes aegypti

A literatura mostra que a cafeina (1, 3, 7 — trimethilxantine) (CAF) é um
produto consumido pelo homem ha varios séculos, especialmente como bebida.
Aparentemente, quase todas as civilizages antigas cultivavam plantas contendo
cafeina, acreditando-se também que foi o homem do paleolitico que descobriu as
principais fontes dessa substancia. Ha registros datados de 1600 anos atras e,
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talvez de 4700 anos, de uso do cha na China e do café, de 1000 a 1300 anos atras,
na Etidpia (TIMSON, 1977; GRIFFTHIS; WOODSON, 1988).

Hoje, a cafeina é utilizada ndo sé como bebida, mas também na indudstria
farmacéutica e na producdo de cosméticos. E encontrada como componente nas
plantas de café, cha, chocolate, guarana, e muitas outras.

A cafeina atua antagonizando a agdo da adenosina, ligando-se ao seu
receptor transmembrana. Como a adenosina age como um neurotransmissor no
cérebro e transdutor de sinais em muitos outros tecidos, a ligacdo da CAF
blogueia sua acdo (MARANGOS et al., 1984, FREDHOLM et al., 1999). Esse
bloqueio causa excitagdo e, no homem, causa insnia, que acompanha a ingestéo
de altas doses de bebidas contendo CAF. Seus efeitos tém sido estudados em
laboratdrio, ha varias décadas, especialmente em vertebrados (ALTIMARI et al.,
2000). Além dos efeitos estimulantes sobre o sistema nervoso, tém sido
constatadas alterages nos processos metabdélicos, causando aumento da sintese de
substancias tais como glutamina e uréia e reducdo da sintese de outras
substancias, como glicina, alanina, serina (WAJDA et al., 1989; GLAJCHEN et
al., 1988). Em ratos, constatou-se atraso no desenvolvimento fetal e altas taxas de
mortalidade (POLLARD et al.,1987). Efeitos genéticos deletérios também foram
descritos como sendo devidos ao efeito da cafeina, incluindo mutacGes génicas e
aberracdes cromossémicas (HANSSON et al., 1982).

Vaérios trabalhos tém mostrado que a CAF, que é hoje um produto
disponivel no mercado pelo seu uso freqliente, poderia constituir um bom auxiliar
no controle alternativo de A. aegypti (LARANJA et al., 2003; GUIRADO, 2008;
GUIRADO; BICUDO, 2007; LARANJA; BICUDO, 2006). Em estudos
anteriores, realizados com Drosophila, a administracdo de CAF durante o
desenvolvimento ocasionou danos reprodutivos, atribuidos a possiveis alteragdes
na gametogénese e oviposicdo, que levariam & reducdo do nUmero de
descendentes e prolongamento do tempo de desenvolvimento (ITOYAMA;
BICUDO, 1992, 2000; ITOYAMA et al., 1997, 1998).

Em A. aegypti, o tratamento com CAF durante o desenvolvimento larval

mostrou que essa substancia bloqueia o desenvolvimento do mosquito na fase
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larval, impedindo que seja atingida a fase adulta que é a fase em que se da a
transmissdo viral. Desta forma poderia ser usada como um bioinseticida. CAF
atua de forma dose dependente (isto €, quanto maior a dose, maior e mais precoce
é o efeito), sendo que a concentracdo de 1 mg/mL de &gua é letal para as larvas
(LARANJA et al., 2003). O uso de doses subletais tem permitido a analise de
pardmetros biolégicos como produtividade, tempo de desenvolvimento,
longevidade e outros. Alguns parametros, como tempo de desenvolvimento,
mostraram indices aumentados, enquanto outros mostraram indices reduzidos,
como a produtividade e a longevidade, mas em geral os efeitos foram deletérios
(GUIRADO, 2008; GUIRADO; BICUDO, 2007; LARANJA; BICUDO, 2006).

Além do tratamento com a CAF isolada, a borra de café (o pd usado restante
apos o preparo da bebida) também se mostrou eficiente quanto aos efeitos
deletérios sobre o mosquito. Em tratamentos com concentragdo acima de 75 mg
de borra de café por mL de &gua, h& reducdo na producdo de adultos devido a
mortalidade das larvas, e na concentracdo de 300 mg/mL, a mortalidade larval
atingiu 100%. Na borra de café ndo s6 a CAF remanescente, mas também outros
produtos como tanino, &cidos e potassio podem estar contribuindo para seu efeito.
Observa-se também que nos tratamentos com CAF ou borra de café o estadio
larval pode alongar-se por um tempo maior que o normal até que a larva morra
(LARANJA et al., 2003; GUIRADO; BICUDO, 2007).

1.3. Esterases e seu papel

A variacdo da atividade esterasica, detectada pela eletroforese, em gel, tem
sido uma ferramenta importante no estudo da acdo génica durante o
desenvolvimento de véarios organismos. Especialmente em Drosophila, esses
estudos mostraram modificacdes daquelas enzimas, indicando que a expressao
diferencial de seus genes codificadores € parte do programa do desenvolvimento
(PASTEUR; KASTRITSIS, 1971; HEALY et al, 1991; KAROTAM,;
OAKESHOTT, 1993; CAMPBELL et al., 2001; NASCIMENTO; BICUDO,
2006).
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As esterases sdo enzimas presentes em todos os organismos desempenhando
maltiplos papéis. A literatura mostra que essas proteinas estdo envolvidas em
varios processos fisioldgicos, incluindo a atividade neuronal (HAREL et al.,
2000), o metabolismo do horménio juvenil (GU; ZERA, 1994) e a resisténcia aos
inseticidas (FEYEREISEN, 1995).

Na atividade neuronal, a acetilcolina é liberada na fenda sinéptica, liga-se a
receptores transmembrana e gera a transmissdo de sinal. Posteriormente, a
acetilcolinesterase hidrolisa a acetilcolina cessando o estimulo (POHANKA,
2012).

Outro aspecto importante da ativagdo das esterases diz respeito ao
desenvolvimento de resisténcia a inseticidas, que tem sido reportada em varios
insetos (GUILLEMOUD et al., 1997; HEMINGWAY; KARUNARATNE, 1998;
CLAUDIANOS et al., 1999; BLACKMAN et al., 1999; BROGDON et al., 1999).
A resisténcia decorre geralmente de superproducdo de carboxilesterases, mais
frequentemente devida a amplificacdo génica (MOUCHES et al., 1990;
OAKESHOTT et al., 1993), mas também pode ser devida a um aumento da
producgdo por regulacdo génica, As carboxilesterases capturam as moléculas de
inseticida antes que atinjam o alvo que é a acetilcolinesterase, essencial na
transmissdo do impulso nervoso (HAWKES; HEMINGWAY, 2002). A
ocorréncia de mutacdo na acetilcolinesterase, tornando-a insensivel ao efeito do
inseticida, também pode ser causa do desenvolvimento de resisténcia (MUTERO
etal., 1994).

O envolvimento de esterases no desenvolvimento de resisténcia também foi
sugerido em estudos realizados com o género Aedes. Entre eles constam 0s
estudos do padrdo de esterases de populacdes de A. aegypti de Sdo José do Rio
Preto, Goiania e Marilia (LIMA-CATELANI et al., 2004; POLEZZI; BICUDO,
2005). Essas populagdes, a época do desenvolvimento dos estudos, haviam sido
classificadas por Macoris et al., 2003, respectivamente, como populacdo com
suscetibilidade reduzida, populacdo resistente, e populacdo suscetivel aos
inseticidas utilizados normalmente para seu controle. Os autores acima

mencionados pretendiam a época, associar o grau de resisténcia das populacgdes de
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Aedes com alteracdes de frequéncia ou graus de expressdo de bandas especificas
presentes nos géis de eletroforese. Nos seus estudos foram detectadas algumas
diferencas entre essas populacbes quanto ao padrdo de carboxilesterases e
colinesterases que sdo as classes de esterases consideradas envolvidas no
desenvolvimento de resisténcia.

Outros estudos tém relacionado a quantidade de carboxilesterases,
presentes no A. aegypti, ao desenvolvimento de resisténcia, a maioria deles
utilizando como método a quantificacdo da carboxilesterase no extrato total do
mosquito, que se mostra geralmente aumentada nos mosquitos resistentes (FIELD
et al., 1999; GAO et al. 2006).

Outro estudo do padrdo de esterases de A. aegypti realizado em 11
populacdes resistentes e suscetiveis mostrou que as bandas EST-1 e EST-4
aparecem com alta frequéncia na maioria das linhagens classificadas como
resistentes. Outras bandas classificadas como aff colinesterases foram detectadas
nas 11 populagdes analisadas no estudo, com frequéncias mais elevadas em quatro

das seis populacdes consideradas resistentes (GUIRADO, 2008).

1.4. Esterases e 0 hormonio juvenil

O horménio juvenil (JH) é uma classe de sesquiterpendides produzidos na
Corpora Allata com posterior distribui¢do por toda hemolinfa e estdo diretamente
envolvidos em vérias atividades metabolicas dos insetos como metamorfose e
ovogénese. O JH atua durante a metamorfose modulando a atividade da ecdisona
(20E) evitando que ocorra a muda durante o estadio larval (SANTOS, 2004).

A esterase do hormdnio juvenil (JHE) desempenha um papel fundamental
durante o desenvolvimento dos insetos, uma vez que controla a titulagido do JH. O
JH (sesquiterpenoide) e o 20E (ecdisteroide) sdo hormonios que regulam a
metamorfose e o desenvolvimento dos insetos. Na metamorfose de larva para
pupa, o JH é removido da hemolinfa e dos tecidos, em momentos precisos, por
dois processos: controle da sua sintese e sua degradacdo. Duas enzimas JHE sé&o
basicamente responsaveis pela degradacdo do JH: JHE, que metaboliza o JH por

hidrolise do metil ester insaturado a JH &cido, enquanto o JHEH hidrata o anel
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epoxido, resultando em JH diol. (KAMITA; HAMMOCK, 2010). Além disso, a
JHE, mesmo em quantidades muito pequenas é capaz de bloguear a producao de
JH pela Corpora Allata e promover a hidrélise do JH presente nos depdsitos
lipofilicos do inseto (HAMMOCK; PHILPOTT, 1992). Devido ao papel critico
das esterases JHE, na regulacdo do JH, a producdo de inibidores sintéticos e a
andlise de substancias naturais que interfiram nos mecanismos dessa enzima, sdo
objeto de varios estudos que visam a producdo de inseticidas (CUSSON et al.
2013).

Como foi mencionado, a JHE desempenha um papel importante na
regulacdo da quantidade de horménio juvenil presente no organismo, que é
necessario para o desenvolvimento dos insetos. O sequenciamento do genoma de
A. aegypti (NENE et al., 2007) permitiu identificar 10 sequéncias supostamente
correspondentes a genes jhe. Analises dessas supostas sequéncias mostraram que
somente trés das 10 sequéncias, EAT43357, EAT43353 e EAT43354 continham a
maioria dos motivos cataliticos conservados, especialmente o motivo catalitico
central GQSAG, requerido para a atividade esterasica da JHE (BAI et al., 2007).
Campbell et al, 2001, reportaram que a JHE de D. melanogaster (DmJHE) e a de
lepiddpteros continham o motivo catalitico GQSAG em lugar do motivo GESAG
gue esta presente na maioria das outras esterases.

A sequéncia de aminoacidos correspondente a EAT43357 foi a que mostrou
0 mais alto grau de similaridade (41,9%) com a sequéncia de aminoacidos de
DmJHE. Esses autores mostraram também que a sequencia jhe EAT43354
expressou uma proteina que ndo apresenta atividade de JHE e a sequéncia
EAT43353 ndo se expressou, 0 que ndo permitiu saber se este gene codifica uma
JHE funcional (BAI et al., 2007).

JH atua sobre varios tecidos, incluindo ovarios, corpo gorduroso e intestino,
tornando-os capazes de desempenhar suas funcGes especificas nos adultos. O
aumento nos niveis de JH na hemolinfa, no primeiro dia ap6s a emergéncia dos
adultos, sinaliza o término dos processos de ecdise e estimula o inicio das
atividades reprodutivas, com a maturagdo dos ovocitos. No entanto, este

mecanismo hormonal s6 ocorre quando ha disponibilidade de nutrientes (sangue)
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para as fémeas (CAROCI et al., 2004). Além disso, o nivel de JH na hemolinfa de
fémeas de A. aegypti esta diretamente relacionado com a alimentagdo sanguinea
das mesmas. Os niveis de JH cairam de 2,3 ng de JH por grama de extrato de
hemolinfa durante as primeiras 3 horas, para 0,4 ng / g 24 horas ap0s o repasto
sanguineo (SHAPIRO et al, 1986).

2. JUSTIFICATIVA

Com base nesse conjunto de observacdes e dados da literatura,
consideramos que inicialmente um estudo comparativo detalhado do padrdo de
esterases de amostras de A. aegypti tratadas e ndo tratadas com CAF, poderia
confirmar se ocorre o envolvimento dessa substancia na sintese ou bloqueio da
sintese de esterases. Neste caso, essas enzimas poderiam estar relacionadas ao
desenvolvimento do inseto. Essa alteracdo da sintese das esterases poderia entéo,
ser a causa da morte das larvas tratadas com CAF. Testar essa possibilidade foi
também objetivo do presente trabalho.

Do ponto de vista pratico do controle, seria suficiente saber que a CAF
bloqueia o desenvolvimento larval de A. aegypti impedindo assim que a fase
adulta seja atingida e as fémeas possam atuar como vetor viral. Esse
conhecimento, que esta embasado em vérias publicacbes mencionadas neste texto,
associado ao fato de que a CAF esta disponivel no mercado, ja seria suficiente
para que se recomendasse a utilizacdo da CAF no controle de A. aegypti, talvez
distribuindo a populacdo pequenas embalagens contendo um grama de CAF.
Além disso, essa substancia apresenta a vantagem de ser de uso comum, isto é, a
sua introducdo no ambiente ndo constitui novidade uma vez que vem sendo
utilizada pelo homem em bebidas ha varios séculos.

Do ponto de vista cientifico, porém, é importante saber como é processado 0
bloqueio do desenvolvimento do mosquito. Os conhecimentos prévios sugerem a
possibilidade de que o bloqueio ocorra pelo controle hormonal. Seria ele efetuado

através da sintese de esterases?



23

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O objetivo geral do presente trabalho foi ampliar o conhecimento sobre os
efeitos da CAF em A. aegypti, realizando um estudo detalhado das variacGes do
padrdo de esterases nas diferentes fases do desenvolvimento, sob o efeito dessa
substancia. A seguir poder-se-ia tentar analisar, mais detalhadamente, as bandas
que sofressem alteracdo de sintese, com o tratamento. Diante dos dados existentes,
na literatura, poderiamos testar a hipotese de que a CAF bloqueia o
desenvolvimento do A. aegypti por interferéncia na sintese das esterases
especificas, relacionadas com a producdo dos hormoénios controladores desse

processo.

3.2. Objetivos Especificos

1 — Analisar o padrdo das bandas de A. aegypti sob efeito da CAF, verificando
variacdes de frequéncia e grau de expressao.

2 — Selecionar entre as bandas que apresentassem variacdo, as mais favoraveis a
extracdo do gel, visando a utiliza-las para sequenciamento e posterior comparacdo
com sequencias de esterases dos horménios da muda registrados nos bancos de

dados.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtenc¢do e manutencdo dos mosquitos em laboratdrio

Aedes aegypti apresenta desenvolvimento holometabolo, passando pelas
fases de ovo, larva (subdividida em L1 a L4), pupa e adulto. No presente trabalho,
0s mosquitos foram coletados, em S&o José do Rio Preto, pela Geréncia de
Vigilancia Ambiental da Secretaria da Sadde de Sdo Joseé do Rio Preto - SP, sendo
trazidos ao Laboratorio de Vetores nas fases de larvas, pupas e adultos. No
laboratdrio, os mosquitos adultos foram separados e transferidos para uma gaiola
enquanto, as demais fases foram colocadas em outra gaiola para completar o

desenvolvimento.

Na alimentacdo dos insetos adultos foi utilizada uma solucdo de acgucar a

0,8% e, para alimentacdo das fémeas, sangue de camundongo.

Para coleta de ovos, na gaiola dos adultos foi colocado um copo de vidro
contendo agua até 0 meio e no seu interior um anel de papel de filtro medindo
cerca de cinco cm de largura e 20 cm de comprimento. O anel foi colocado no

limite da agua, para servir de substrato para a oviposicao.

Apo6s a oviposicdo, o anel de papel com os ovos aderidos era retirado e
colocado em local seco e arejado para secagem. AplOs aproximadamente cinco

dias era etiquetado e armazenado.

4.2. Tratamento dos mosquitos com a CAF e preparo das amostras para

eletroforese

Com base nos dados anteriormente obtidos (LARANJA et al., 2003, 2006;
GUIRADO; BICUDO, 2010), em estudos do efeito da CAF em A. aegypti, foram
utilizadas as concentragdes 0,25, 0,50 e 0,75 mg/ ml de agua, para tratamento

desses mosquitos desde a fase de ovo. Para manutencdo dos mosquitos, a CAF era
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dissolvida em &gua da torneira, que no IBILCE provém de poco préprio e é
analisada, periodicamente, quanto a qualidade.

No decorrer do trabalho foram coletados mosquitos dos experimentos
controle e tratados, nos estadios L2/L3, L4, pupa e adulto para preparo de
amostras a serem submetidas a eletroforese. Cinco larvas L2/L3 foram utilizadas
no preparo de cada amostra em funcdo do tamanho, enquanto para as demais fases
foram utilizadas amostras individuais. Ao todo, nesta etapa, foram utilizadas 400

larvas L2/L3, 200 larvas L4, 80 pupas e 80 mosquitos adultos.

4.3. Eletroforese

Na eletroforese para analise da variacdo dos padrGes de esterases em
mosquitos tratados com CAF foram preparadas amostras por esmagamento em
solucdo especifica (Tampdo da amostra: Tris-HCI 1,5M, pH 8,8 + 10% glicerol) e
sua corrida foi realizada em géis de poliacrilamida. Foram utilizados géis de
separacdo a 12% e geis de empilhamento a 4%. Os dois tipos de géis utilizados
foram preparados de acordo com os seguintes protocolos, adaptados dos trabalhos
de Davis (1964) e Laemmli (1970):

A. Gel de separacdo (12%):

- Solucdo de acrilamida/bis-acrilamida: 30g de acrilamida e 0,8g de

bisacrilamida dissolvidas em 100 mL de &gua destilada.
- Tampao B: Tris 1,5M ajustado a pH 8,8 com HCI 6M.
B. Gel de empilhamento (4%):

- Solugdo a (acrilamida/bis-acrilamida modificada): 15g de acrilamida e
0,8g de bisacrilamida dissolvidas em 50 ml de agua destilada.

- Tampao C: Tris 0,5M ajustado a pH 6,8 com HCI 6M.

Para acelerar a polimerizacdo dos géis, foram utilizados o persulfato de
amonio e o TEMED.

No preparo do gel de separacdo a 12% de concentracdo, foram utilizados
agua destilada (8,70 mL), solucdo acrilamida/bis (9,75mL), tampéao B (6,15 mL),
persulfato de amonia (0,4 mL) e TEMED (25,0 ul). Essa mistura foi colocada

rapidamente entre duas placas de vidro de 19 x 19,5 cm e 16 x 19,5 cm, (altura x
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largura) unidas por espacadores plasticos untados com vaselina sélida em ambos
os lados e todo o conjunto foi fixado por prendedores metélicos. A aplicacdo da
mistura foi realizada deixando vazios 2 cm da borda superior das placas, onde foi
adicionada uma camada de agua destilada. Apo6s aproximadamente 40 minutos,
tendo ocorrida a polimerizacdo do gel de separagéo, foi adicionada a mistura do
gel de empilhamento, contendo agua destilada (6,0 mL), solucdo o (1,35 mL),
tampédo C (2,5 mL), persulfato de aménia (0,15 mL) e TEMED (10,0 pl). O gel de
empilhamento foi aplicado sobre o gel de separacdo e um pente de acrilico com 20
dentes foi colocado na parte superior da placa para a formacdo dos pocos de
aplicacdo das amostras.

No dia posterior, com os géis ja polimerizados, foi retirado o pente acrilico e
o0 espacador inferior e o0 conjunto imerso em tampao de corrida (Tris 0,1M pH 8,3)
previamente colocado na cuba de eletroforese vertical a ser utilizada. As placas, ja
na posic¢do vertical, foram presas a cuba por presilhas metélicas e, posteriormente,
colocadas as amostras, ja homogeneizadas, juntamente com 1 mL de solugéo
tampdo de amostra a 10% (Tris-HCI 1,5M, pH 8,8 + 10% glicerol), em cada um
dos pocos.

Por fim, um tampé&o Tris 0,1M pH 8,3 ajustado com glicina foi usado para
preencher o compartimento superior e o inferior da cuba e os géis submetidos a
eletroforese por quatro horas, a uma voltagem constante de 200 V, a temperatura
controlada (25° C £1).

Para identificacdo das esterases, ap6s a eletroforese os géis foram
mergulhados por 45 minutos em 50 mL de uma solucdo aquosa de fosfato de
sodio 0,1 M (pH 6.2), & temperatura ambiente (~25°C). Ap6s descarte dessa
solucdo, os géis foram mergulhados por uma hora em uma solucdo de coloragdo
preparada com 50 mL da solugdo aquosa de fosfato de sodio 0.1 M, 15 mg de B-
naftil acetato e 20 mg de a-naftil acetato (como substrato), 60 mg de Fast Blue
RR e 5 mL de N-propanol (JOHNSON et al., 1966; STEINER; JOHNSON,
1973). Devido a que as esterases hidrolisam os substratos diferentemente, as
bandas no gel coram-se diferentemente: em preto, quando hidrolisam

predominantemente o o-naftil acetato, em vermelho, quando hidrolisam
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preferencialmente o B-naftil acetato e em magenta quando hidrolisam da mesma
forma o a- e o B-naftil acetatos. Decorrido o tempo, a solucdo de coloracédo era
substituida por 70 mL de uma solucdo descolorante, composta por acido acético
glacial, alcool etilico e &gua destilada (100 mL, 250 mL e 650 mL,
respectivamente) e deixada agir por 24 horas, no escuro. Os géis de poliacrilamida
foram, entdo, envolvidos em um banho de gelatina incolor a 5% e ,depois, em
papel celofane, colocados em um bastidor e secos a temperatura ambiente
(CERON et al., 1992).

4.4. Analise das bandas

Nesta etapa do trabalho foram analisadas as caracteristicas: (1) deteccdo das
bandas presentes nos géis; (2) verificacdo da frequéncia de expressdo das bandas
(numero de individuos que expressaram cada banda) e (3) analise da intensidade
de coloracdo da banda, como correspondendo ao grau de expressdo do DNA
responsavel pela sintese da proteina que a constitui.

Na andlise da intensidade de coloracao da banda, foram estabelecidos quatro
graus denominados +, ++, +++ e ++++,

Essa classificacédo inicialmente subjetiva foi respaldada pelo uso do sistema
computacional Global Lab Image (SP0550, DATA TRANSLATION, Inc., MA,
USA, 1995). O procedimento, nessa analise, envolve a transformacdo das cores
em tons de branco e preto, sendo a intensidade de cor dada em tons de cinza
(grays). O programa foi usado para tracar graficos de perfil, nos quais a auséncia
de coloracdo (branco) corresponde ao valor 255 e a intensidade maxima de cor
(preta) corresponde ao valor zero, havendo, entre ambos, valores correspondentes
aos diferentes tons de cinza. No presente estudo, o eixo horizontal do gréfico de
perfil representa a posi¢do das bandas na largura do gel, analisada em pixels, e 0

eixo vertical representa a intensidade de coloracdo de cada banda.
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4.5. Extracdo das esterases para analise e sequenciamento

4.5.1. Isolamento das bandas e extracéo das esterases

No isolamento das bandas visando a extracdo para sequenciamento dos
acidos aminados foram utilizadas apenas larvas L4 por apresentarem maior
quantidade das enzimas, representadas nos géis por bandas de coloragdo mais
intensa. Na corrida eletroforética, para esta finalidade, foi utilizado um pente de
acrilico liso para formacéo de poco unico, permitindo melhor aproveitamento do
espaco no gel. As demais condicGes foram as mesmas ja descritas.

Para isolamento das bandas esterasicas, os géis foram retirados da placa e
duas fitas verticais de aproximadamente 3 cm foram cortadas nos lados direito e
esquerdo do gel. As trés partes foram incubadas em tampéao fosfato de sédio 0.1M
(pH 6,2) para lavagem, por 45 minutos. As duas fitas laterais foram removidas do
tampéo e, para visualizacdo das bandas, foram mergulhadas por uma hora na
solucdo de coloracdo com o- e B- naftil acetatos (JOHNSON et al., 1966;
STEINER; JOHNSON, 1973).

Cada conjunto de amostras foi macerado juntamente com 1 mL de solucdo
tampdo de amostra a 10% (Tris-HCI 1,5M, pH 8,8 + 10% glicerol) e o
homogeneizado resultante foi aplicado

Apos a coloragdo, as duas extremidades laterais do gel, eram colocadas
sobre uma placa de vidro nas suas respectivas posi¢des, uma em cada lado da
parte ndo corada do gel para orientar a posicdo de corte no mesmo para isolar as
bandas de interesse. A faixa horizontal correspondente as bandas desejadas,
indicadas pela sua posi¢do em relacdo as tiras laterais, era recortada e removida,
apos 0 que, as tiras correspondendo as bandas isoladas eram congeladas até que
fosse obtida uma quantidade de material considerada adequada.

Posteriormente esse material foi descongelado e macerado em &agua ultra
pura até que as tiras de geis estivessem dissolvidas. A mistura resultante foi entéo
centrifugada por 5 minutos a 5000 RPM para separar os residuos de gel da parte

liquida contendo a proteina.
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A parte liquida, parcialmente purificada e com a esterase de interesse, ja
extraida, era congelada e enviada para o Laboratdrio de Tecnologia Enzimaética da
FCFRP-USP, para ser feita a caracterizacdo das bandas, em colabora¢do com o
Prof. Dr. Hamilton Cabral, professor do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, FCFRP-USP.

4.5.2. Numero de amostras utilizadas e periodo de envio

Foram utilizadas apenas larvas no estadio L4 devido a que essa fase do
desenvolvimento foi a que apresentou o0 maior grau de expressdo das bandas
modificadas por influéncia do tratamento com CAF. Foi utilizado um total de
2540 larvas L4, divididas em trés lotes: o primeiro lote, composto por 600 larvas,
foi dividido em grupos de 100 individuos, o segundo lote, composto por 500
larvas, foi dividido em grupos de 50 individuos, e o terceiro lote, composto por
1440 larvas, foi dividido em grupos de 60 individuos.

O primeiro lote de amostras foi obtido durante o segundo semestre de 2012.
No mesmo periodo foram submetidas a eletroforese e as bandas esterasicas de
interesse extraidas e congeladas. Posteriormente, o extrato final foi enviado em
novembro do mesmo ano para o laboratério mencionado.

O segundo lote foi obtido no primeiro semestre de 2013 e a eletroforese,
extracdo das proteinas de interesse e congelamento ocorreram durante 0 mesmo
periodo. Por fim, o material final foi enviado em julho para purificacdo e
sequenciamento.

O terceiro lote foi obtido no segundo semestre de 2013 e, ap6s todo
processo de extracdo das proteinas de interesse, 0 material foi enviado em janeiro
de 2014.

Apos a separagdo das bandas correspondentes a p-esterase EST-21, ao
conjunto de bandas a-esterasicas, e ao grupo de bandas af-esterasicas (EST-A a
EST-D) cuidadosamente recortadas dos geéis, o material resultante foi colocado
em Becker, macerado com 4&gua ultra pura para extragdo das proteinas e

centrifugado para eliminagao parcial dos componentes do gel.
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4.6. Purificacdo das esterases

O sequenciamento de proteinas mostra, de forma direta, a expressdo de
determinados genes. A analise de peptideos € dividida em etapas: extracdo,
separagdo, quantificacdo e, por ultimo, identificacdo. Na separacdo dos
fragmentos proteicos sdo utilizados, geralmente, géis desnaturantes ou
cromatrografia liquida. A caracterizacdo dos fragmentos proteicos é feita através
da espectrometria de massas. As analises podem ser realizadas a partir de ions de
peptideos intactos (espectrometria de massa) ou de peptideos fragmentados
(espectrometria de massa em tandem). Os dados obtidos sdo entdo confrontados
com bancos de dados para a identificacdo das proteinas (SALVATO;
CARVALHO, 2010).

No entanto, muitas proteinas ndo tém sido diretamente sequenciadas, mas
sua sequéncia de aminoacidos € conhecida por meio de uma simulagdo
computacional da traducdo do mRNA ou do gene conhecido (SEHRA, 2012). Isto
tem ocorrido também com as esterases do desenvolvimento.

Outra técnica envolve o estudo dos perfis de mRNA da proteina de
interesse, ja conhecidos. Podem ser medidos durante o desenvolvimento do
organismo utilizando PCR e, o respectivo cDNA, expresso em bactérias
recombinantes. Posteriormente essa proteina pode ser caracterizada e avaliada
quanto a sua funcionalidade (BAI et al., 2007). Estdo disponiveis na internet
muitas sequéncias possiveis de aminoécidos de JHE, mas a maioria foi obtida de
forma indireta. Para andlise direta das sequéncias de aminoacidos, do presente
trabalho, foi indicada a técnica cromatografica utilizada no Laboratério de
Tecnologia Enzimatica da FCFRP-USP.
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4.6.1. Cromatografias de troca idnica e exclusdo de massa molecular

O comportamento de proteinas em processos cromatograficos ndo é
previsivel, assim cada proteina exige um protocolo especifico a ser adotado.
Processos cromatograficos foram empregados visando a obter as peptidases na sua
forma homogénea. Basicamente foram adotados procedimentos alternados ou
sequenciais de cromatografia de exclusdo de massa molecular e troca ionica,
buscando um efetivo isolamento das peptidases.

Os materiais solubilizados foram submetidos a cromatografia de troca i6nica
para o isolamento das peptidases. Foram utilizadas resinas cationicas e/ou
anibnicas (GE Healthcare), dependendo das caracteristicas das peptidases. As
resinas foram empacotadas em colunas apropriadas para cromatografia de troca
ionica (GE Healthcare).

Apos a aplicacdo da amostra pela coluna, a resina foi lavada com tampéo de
equilibrio sem NaCl, para remocdo do material ndo ligado. Em seguida foi
iniciado um gradiente salino preparado no mesmo tampé&o, porém com variacao de
0 a 1M de NaCl, e para a limpeza da resina foi realizada a lavagem com 2M de
NaCl.

As cromatografias de exclusdo de massa molecular foram realizadas
utilizando as resinas Sephadex G-50 e/ou G-75 média e/ou Sephacril SH-100 e/ou
Superdex 75 (GE Healthcare). As resinas forma empacotadas em colunas
apropriadas para a realizacdo da cromatografia de excluséo de massa molecular. A
eluicdo das proteinas foi realizada com tampéo e pH apropriados, com adicao de
NaCl variando de 50 a 150mM de NaCl, dependendo do tipo de resina utilizada.

Todo o procedimento de purificacdo foi realizado em ambiente refrigerado a
4 °C. A manutencdo do fluxo de aplicacéo e eluicdo das amostras foram mantidas
com auxilio de bomba peristéltica e as fracdes foram coletadas com auxilio de

coletor de fracdes.
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4.6.2. Sequenciamento da regido N-terminal da peptidase

No periodo deste trabalho ndo foi possivel completar o sequenciamento da
regido N-terminal das proteinas em estudo, no entanto, descrevemos a técnica que
normalmente € utilizada.

Nesse processo, a sequéncia da regido aminoterminal das peptidases é
determinada, pelo uso do sequenciador de proteinas PPSQ-33A (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japan) e a sequéncia € obtida pelo método de degradacao de
Edman (EDMAN e BEGG, 1967), que consiste em trés etapas: acoplamento,
clivagem e conversdo. O aminoacido derivado da reacdo com PITC é convertido a
PTH-aminoacido que € entdo cromatograficamente separado em RP-HPLC. A
quantificacédo e identificacdo das amostras séo realizadas por meio da comparagao
com padrdo analisado no inicio de cada sequenciamento. O nimero de residuos a
serem analisados varia de acordo com a quantidade de proteina pura obtida. Se
essa quantidade de proteina for adequada (10pg/ml), poderdo ser analisados algo

em torno de 40 residuos.

4.7. Analise das sequencias de aminoéacidos visando ao reconhecimento das

proteinas

Apo0s obtidas as sequéncias de aminoacidos referentes a regido N-terminal
das enzimas em estudo, as mesmas deveriam ser comparadas com as sequéncias ja
obtidas em outros trabalhos, para o JH, utilizando-se o banco de dados FASTA

(http://fasta.bioch.virginia.edu/fasta/cgi/searchx.cgi?pgm=fs).
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5. RESULTADOS

5.1. Padrao geral de bandas de A. aegypti

O padréo de esterases de A. aegypti procedentes de S&o José do Rio Preto -
SP, ja era conhecido, uma vez que essa caracteristica vem sendo analisada no
Laboratdrio de Vetores deste Instituto desde 1998. Desses estudos resultaram as
publicacbes de Lima-Catelani et al, 2004, Sousa-Polezzi e Bicudo, 2005, e
Guirado, 2008.

Os padrdes de esterases, observados nas diferentes analises, ao longo do
tempo, estdo mostrados no diagrama da Figura 1, no qual esses padrbes sao
representados por linhas de espessura variavel, em funcdo do grau de expressao
das bandas. As linhas de cor vermelha, preta ou magenta, correspondem as -, a-,

ou ap-esterases, respectivamente.
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Figura 1. PadrGes de bandas esterasicas de Aedes
aegypti observados em larvas L4 de Séo José do Rio
Preto, em diferentes trabalhos ao longo do tempo.
Acima da figura estdo as datas das analises cujos
autores, na sequéncia das publicacdes, foram: 1-LIMA-
CATELANI et al, 2004; 2-SOUSA-POLEZZI e
BICUDO, 2005; 3-GUIRADO e BICUDO, 2008; 4-
presente trabalho. Bandas pretas = a-esterases;
vermelhas = -esterases e roxas = af3-esterases.
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5.2. O padréo de bandas esterasicas da populacéo de Sao José do Rio Preto

Na sequéncia das datas de analise, 0 numero de bandas encontradas foi 20,
19, 24 e 23, respectivamente. A Figura 1, mostra em grafico, as presencas e
auséncias de bandas responsaveis por essa variagdo numérica.

A diferenga numérica € devida a variacdo na deteccdo das seguintes bandas,
mencionadas na sequéncia da regido menos anddica para a mais anodica do gel.

- conjunto de bandas B-esterases EST-17A, EST-18, EST-22 e EST-23

- banda a- EST-16;

- banda afp- EST-8;

- grupo de bandas af- esterases (EST-A a EST-D).

As Ultimas bandas merecem uma referencia especial. Essas bandas foram
observadas a partir da segunda anélise (SOUSA-POLEZZI; BICUDO, 2005).

Elas ndo foram encontradas na primeira analise de 162 larvas (LIMA-
CATELANI et al, 2004). Na segunda analise, essas bandas foram detectadas com
baixa frequéncia (13,8%). No terceiro estudo (GUIRADO, 2008), a frequéncia
aumentou para 52% e, na presente analise, para 69,5%.

No tempo decorrido desde 1998, a populacdo de A. aegypti de Sao José do
Rio Preto foi diferentemente classificada pela Superintendéncia de Controle de
Endemias (SUCEN) quanto a resisténcia a inseticidas: primeiramente, como
populacdo suscetivel (MACORIS et al.,, 1995) depois como populacdo em
desenvolvimento de resisténcia (MACORIS et al., 1999) e, a partir da terceira
analise, como populacdo resistente (MACORIS et al., 2003). Isto ocorreu em
paralelo com as alteracGes da frequéncia de expressao das bandas af. Essas
observacdes levaram os autores precedentes a associar a variagao de frequéncia
com o desenvolvimento de resisténcia. E possivel que o aumento da frequéncia
verificado entre a analise realizada em 2007, e a presente, reflita o aumento do
grau de resisténcia decorrido neste tempo.

Outro aspecto que reforca a ideia de considerar este grupo de bandas of
como possivelmente relacionado a resisténcia é que, no segundo estudo (2003), no

qual as bandas afp estavam presentes com baixa frequéncia em S&o José do Rio
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Preto, outra populagdo (de Goiania), simultaneamente analisada e classificada por
Macoris et al., 1999, como resistente, apresentou alta frequéncia dessas bandas
(65% a 87%).

No presente estudo ndo foi possivel visualizar separadamente as bandas
ap-esterasicas por estarem muito proximas nos géis, e assim foram analisadas
como um grupo unico. Duzentas larvas L4 foram utilizadas nesta analise, sendo
desconsiderado o tratamento com cafeina, uma vez que essa substancia néo
interfere na expressdo destas enzimas. Na Tabela 1 constam as frequéncias desse

conjunto de bandas, nas diferentes classes de expresséo, totalizando 69,5%.

5.3. Avaliacdo do grau de expressdo das esterases

Para ilustrar a avaliagdo do grau de expressao feita pelo programa Global
Lab Image é mostrado um grafico de perfil para as variacdes das bandas of3-
esterases (Figura 2). Nele, os “vales” mais profundos correspondem as bandas
mais coradas (++++ e +++) e 0S mais rasos, correspondem as bandas mais claras
(++ e +). Nesta figura, que é apenas ilustrativa da técnica, estdo representadas

bandas de larvas L3, L4 e pupas.

5.4. Variacdo da expressdo das bandas sob o efeito da CAF

Na deteccdo das bandas presentes nos géis e sua variacdo sob efeito da CAF
foram utilizadas inicialmente as larvas L2/L3, L4, pupas e adultos de A. aegypti.
Esses mosquitos foram tratados com CAF nas concentracdes 0,25, 0,50 e 0,75
mg/mL de &gua. Porém, devido ao maior nimero de bandas que podem ser
observadas nos géis de poliacrilamida preparados com a fase larval L4, optou-se
por utilizar, principalmente, os dados obtidos nessa fase. Por outro lado, utilizou-
se predominantemente, nas analises, a maior concentragdo de CAF (0,75mg/mL)
devido ao efeito mais acentuado sobre as bandas, que facilita a observacdo das

diferencas de padrao.
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Na Figura 3 sdo mostrados os padrdes de bandas de larvas L4 controle e
tratadas nas diferentes concentracGes de CAF. No total foram obtidas 23 bandas,
das quais apenas EST-11 ndo esta representada. Entre essas bandas incluem-se as
que sofreram alteracdo com o tratamento com CAF.

O efeito da CAF foi analisado em 10 géis, contendo amostras individuais de
larvas L4 tratadas e controle, correspondendo a um ndmero total de 200 larvas. A
comparacdo dos dois grupos experimentais ndo mostrou diferenca no que se refere
a alteracdo do numero de bandas. A intensidade de coloracdo, porém, sofreu
alteracdo visivel em dois conjuntos de bandas, um deles sendo formado por
bandas B-esterasicas e 0 outro, por bandas a-esterasicas.

Cinco bandas compdem o conjunto [-esterasico, localizado na regido
proximal do gel em relacdo a origem das amostras, sendo 4 anteriormente
descritas e nomeadas EST-18 a EST-21 por Lima-Catelani et al, 2004, e uma
banda aparentemente nova a qual denominamos EST-17A para diferencid-la da
EST-17 detectada pelos mesmos autores em A. albopictus.

O conjunto a-esterasico, que se localiza proximo a regido mediana do gel, é
formado por um ndmero de bandas cuja individualiza¢do nao foi possivel devido a
sua grande proximidade. Possivelmente compde-se de trés bandas que foram
também denominadas, pela mesma autora, como EST-12 a EST-14 (Figura 3).
Nesta figura € mostrada também a variacdo de expressao das bandas causada pelas

trés concentracdes de CAF.
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Tabela 1. Nimero (N) e percentual de larvas L4 de Aedes aegypti que

expressaram o grupo de bandas af-esterasicas nas quatro classes

estabelecidas para a intensidade de coloracdo (+ a ++++), média (X) e

desvio padrdo (D.P) do valor em “tons de cinza” para cada classe.

Banda Classes N/ % X D.P.
Grupo + 43 /21,5% 193,4 8,7
aff ++ 42 [ 21% 167,9 7,6
+++ 271 13,5% 124,2 14
+4+++ 271 13,5% 72,3 25,9
Auséncia . 61 /30,5%

Total . 200/100%
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Figura 2. Grafico de perfil obtido com o programa Global Lab Image para cada amostra
presente na faixa horizontal, contendo o grupo de bandas af-esterdsicas mostrando as
variacOes dos tons de cinza, ao longo do desenvolvimento de L3 a pupa (P) de Aedes
aegypti. As bandas 1 a 5 representam a classe representam a classe de maior expressao.
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Figura 3. Padrdo de esterases de larvas L4 de Aedes aegypti obtido por eletroforese em gel de

poliacrilamida, nos experimentos controle (C) e tratados (T) com 0,25, 0,50 e 0,75 mg de cafeina
por mL.
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5.5. Analise da intensidade de coloracdo das bandas  — esterasicas

Os dados referentes a estas bandas foram obtidos pela analise de 38 larvas
L4 do experimento controle e 40 do tratado. (Tabela 2 e Figuras 4 e 5).

Na tabela 2 constam o nimero e a porcentagem de mosquitos incluidos nas
diferentes classes ou graus de expressdo para cada banda, nos grupos
experimentais controle e tratado. As figuras 4 e 5 mostram a distribuicdo da
variacdo das porcentagens conforme descrito nesta tabela.

Observou-se a seguinte variagao:

Classe (+): No controle predominam, nesta classe, as bandas EST-17A,
EST-18 e EST-19, enquanto no tratado, predomina a banda EST-19. Os mosquitos
obtidos no experimento controle ndo expressaram a banda EST-20.

Classe (++): Todas as bandas das larvas controle apresentaram este nivel
de expressdo, enquanto as do tratado ndo mostraram, neste nivel, a banda EST-
17A. As bandas EST-18, EST-19 e EST-21 do controle expressaram-se mais
fortemente do que as do tratado. Observa-se ainda a maior frequéncia da banda
EST-20 no experimento tratado.

Classe (+++): A partir desta classe ha uma mudanga na frequéncia das
bandas, com representacdo maior de EST-19 e EST-20 no controle e auséncia de
EST-17A no tratado e auséncia de EST-18 em ambos 0s experimentos. A banda
EST-21 expressa-se com frequéncias muito proximas nos dois experimentos.

Classe (++++): Nesta classe ocorreram, nos mosquitos tratados, apenas as
bandas EST-20 e EST-21, com aumento consideravel da EST-21em relacdo ao
controle. Os mosquitos controle apresentaram ainda representantes para a banda
EST-19.

A Figura 5 apresenta o grafico de distribuicdo da soma das frequéncias de
presenca de cada banda B-esterdsica independente do grau de expressdo, nos
experimentos controle e tratado. A distribuicdo mostra, para o grupo tratado em
relacdo ao controle, reducdo do grau de expressao das bandas EST-17A, EST-18,
EST-19 e EST-20 e leve aumento na frequéncia da banda EST-21.
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As Figuras 6 e 7 mostram o gréfico de perfil correspondente a variacéo de
intensidade de coloragdo para as bandas EST-18 e EST-19, respectivamente,

conforme foram apresentadas no gel da Figura 3.

5.6. Analise da intensidade de coloracédo do conjunto de bandas a-esterasicas

Na analise do conjunto de bandas a-esterasicas foram utilizadas 49 larvas
L4, tanto no experimento controle como no tratado (Tabela 2, Figura 8).

Os dados mostraram que a frequéncia do conjunto de bandas a-esterasicas
no controle, € maior na classe de menor expressdo (+) e decresce em direcdo as
classes de maior expressdo (++++). No experimento tratado ocorre o inverso.
Quando se observam os individuos que ndo expressaram o conjunto de bandas, o
controle mostrou uma porcentagem aproximadamente quatro vezes maior em
relacdo ao tratado.

O grafico de perfil da Figura 9 refere-se a avaliacdo da intensidade de

coloragdo das bandas a—esterasicas, apresentadas na Figura 3.
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Tabela 2. Numero (N) e percentual de larvas L4 de Aedes aegypti que expressaram as bandas a- e
- esterasicas nos quatro graus estabelecidos para a intensidade de coloracdo (+ a ++++). C =
controle, T = tratado com cafeina a 0,75 mg/mL.

Conjunto

Bandas B-esterasicas .
a-esterasico

i Graude EST-17A EST-18 EST-19 EST-20 EST-21 EST-12a 14
Experimento

coloragdo — o N N N@) N @) N (%)
C ¥ 8(210) 11(289) 12(3L7) i 4(10,6) 17(34,7)
s+ 5(132) 7(184) 12(3L7) 5(132) 10(26,3) 9(18,4)
F4++ 4(105) i 5(133)  7(184) 8(21,0) 9(18,4)
++++ - - 3(7,9) 13(34,2) 14(36,8) 1(2,0)
Total  17(44,7) 18(47,3) 32(84,2) 25(65,8) 36(94,7)  36(73,5)
Ausentes 21(553) 20(52,7) 6(158) 13(342) 2(53) 13(26.5)
T " 125 6(150) 13(325) 2(50)  3(7.5) 3(6,1)
. i 3(75) 8(20,0) 7(17,5) 5(12,5) 5(10,2)
. i i 125  6(150) 8(20,0) 21(45,9)
P i i : 8(200) 24(600)  17(34.7)

Total 12,5)  9(24,5) 22(550) 23(57,5) 40(100,0)  46(93,9)
Ausentes  39(97,5) 31(755) 18(45,0) 17(42,5) - 3(6,1)
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Figura 4. Grafico de distribuicdo das porcentagens de larvas L4 de Aedes aegypti que
expressaram as bandas p-esterasicas (EST-17A a EST-21) nas quatro classes de intensidade de
coloracdo estabelecidas (+ a ++++). C = experimentos controle; T= experimentos tratados com
0,75 mg/ml de cafeina.
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Figura 6. Gréafico de perfil obtido com o programa Global Lab Image a partir da faixa
horizontal do gel correspondente a banda p-esterasica EST-18 de Aedes aegypti conforme
variou com o tratamento com cafeina. Colunas 1 a 4 = experimento controle; 5 a 17 =
tratamentos com concentragdes crescentes de cafeina (0,25, 0,50 e 0,75 mg/mL).
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Figura 7. Gréafico de perfil obtido com o programa Global Lab Image a partir da faixa
horizontal do gel correspondente a banda p-esterasica EST-19 de Aedes aegypti conforme
variou com o tratamento com cafeina. Colunas 1 a 4 = experimento controle; 5 a 17 =
tratamentos com concentragdes crescentes de cafeina (0,25, 0,50 e 0,75 mg/mL).
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Figura 9. Grafico de perfil obtido com o programa Global Lab Image a partir da faixa
horizontal do gel correspondente ao grupo de bandas a-esterasicas de Aedes aegypti
conforme variou com o tratamento com cafeina. Colunas 1 a 4 = experimento controle; 5 a
17 = tratamentos com concentracgdes crescentes de cafeina (0,25, 0,50 e 0,75 mg/mL).
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5.7. Resultados parciais da purificacdo e extracéo de esterases de interesse

As bandas esterdsicas de interesse, ap0s serem separadas do gel e
parcialmente purificadas, foram enviadas ao Laboratorio de Tecnologia
Enzimética para continuidade do processo, em trés lotes totalizando 2540
amostras.

A purificacdo fina das amostras do primeiro lote foi finalizada em janeiro
de 2013, tendo-se considerado a quantidade de proteinas insuficiente para o
sequenciamento. Nosso colaborador armazenou as proteinas ja purificadas e nos
instruiu @ mandar mais amostras.

As amostras do segundo lote foram purificadas em setembro de 2013 e a
guantidade de proteinas mostrou-se novamente insuficiente para o
sequenciamento, mesmo somada as amostras ja armazenadas. Os extratos
proteicos foram novamente armazenados.

O processamento do terceiro lote foi finalizado em abril de 2014 e,
novamente, a quantidade de proteinas ndo foi suficiente para analise e
sequenciamento.

As Figuras 10, 11 e 12 mostram, em gréaficos, exemplos dos
cromatrogramas referentes respectivamente, a banda p-esterasica EST-21, ao
conjunto a-esterasico e ao conjunto de bandas op-esterésicas (EST-A a EST-D),
correspondentes as amostras enviadas. Nesses cromatogramas aparece 0 pico

representativo da proteina dominante que é seria utilizada para sequenciamento.
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Figura 10. Andlise cromatografica do extrato proteico da banda f-esterdsica EST-21. O maior pico
corresponde a proteica predominante na banda.
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6. DISCUSSAO

Devido ao fato de A. aegypti ser transmissor de doencas humanas graves,
como é o caso da dengue, da dengue hemorragica e da febre amarela, € importante
que se estude, em detalhes, a biologia desse organismo e as respostas de seu
metabolismo &s mudancas do meio ambiente. Conhecimentos mais profundos
podem propiciar a descoberta de novas formas de controle que venham a diminuir
ou mesmo eliminar o uso intensivo de inseticidas. O problema torna-se ainda mais
grave considerando-se que hoje no6s encontramos sob a possibilidade de
transmissdao, na América do Sul, pelo mesmo vetor, do virus CHIKV que causa
febre do Chikungunya, também ainda sem vacina (SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE, 2010).

No presente trabalho, pretendeu-se analisar mais profundamente as
variagbes do padrdo de esterases sob efeito do tratamento com CAF e,
eventualmente, relacionar essas variagdes com o bloqueio do desenvolvimento.
As bases para esse objetivo foram o conhecimento de que esterases estdo
envolvidas no controle da mudanca de estadio em insetos holometabolos, sendo
denominadas esterases do hormonio juvenil (TRUMAN; RIDDIFORD, 2007) e o
fato de que a CAF bloqueia o desenvolvimento na fase larval do A. aegypti.
Assim, a pergunta que se coloca pretende saber se as esterases alteradas sob efeito
da CAF seriam esterases do desenvolvimento ou estariam, de alguma forma,
relacionadas a elas.

Estudamos as variacfes do padrdo de esterases (1) quanto a presenca ou
auséncia da esterase (frequéncia de individuos portadores) e, (2) nos individuos
em que a enzima é produzida, quanto a existéncia de variacfes na intensidade de
expressdo. Esta Gltima baseou-se no grau de coloracdo das bandas tratadas com o-
e B- naftil acetatos. Estudos considerando a relacdo entre grau de coloracgdo e
intensidade de expressdao génica foram anteriormente realizados em outras
espécies, incluindo a Drosophila (NASCIMENTO; BICUDO, 2006;
BERNARDO; BICUDO, 2009).



55

O tratamento com CAF revelou que essa substancia atua no grau de
expressdo de bandas do conjunto de P-esterases (EST-17A a EST-20) e do
conjunto de bandas a—esterasicas (EST-12 a EST-14).

A avaliacdo visual da presenca e da intensidade de coloracdo dessas
bandas, respaldada pela quantificagdo dada pelo programa computacional Global
Lab Image, mostrou que o efeito exercido pela CAF na expressao dos dois grupos
de bandas esteréasicas diferiu entre si.

De modo geral, observou-se, no experimento tratado, tendéncia de
reducdo da frequéncia e do grau de expressdo das bandas EST-17A a EST-20 e,
opostamente, um leve aumento da frequéncia e do grau de expressdo da banda
EST-21.

O grupo de bandas o—esterasicas apresentou, no experimento tratado,
aumento da frequéncia de larvas que o expressaram e, paralelamente, aumento da
representacdo nas classes de maior grau de expressdo. Portanto o efeito foi de
ativacdo nos dois aspectos.

A comparacdo destes resultados com os de Laranja et al., 2003, mostra
diferencas. Estas podem ser devidas ao uso de menores concentragdes de CAF por
aqueles autores (0,1 e 0,2 mg/mL) ou mesmo devidas a variagdes do metabolismo
dos mosquitos no tempo decorrido, talvez em funcdo do uso intenso de inseticidas
para combaté-los. Aqueles autores reportaram variagdes nas bandas EST-1, EST-
3, EST-7 EST-19 e EST-20. Todos os casos foram caracterizados por reducdo na
frequéncia e ou grau de expressdo. Do grupo de B-esterases, apenas as duas
ultimas bandas foram detectadas por aqueles autores.

Assim, em comum com os resultados do presente trabalho, encontramos
as bandas EST-19 e EST-20, as quais apresentaram 0 mesmo comportamento nos
dois estudos, isto é, reducdo do grau de expressao. Aqueles autores admitiram que
as variagOes observadas poderiam estar envolvidas com o0s problemas causados
pela CAF, nos parametros bioldgicos analisados no trabalho (mortalidade e tempo
de desenvolvimento).

As variacOGes encontradas para aumento ou reducdo da expressdo de

algumas bandas permitiram assim, que continuassemos no objetivo de tentar
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relaciona-las com o bloqueio do desenvolvimento. Dados da literatura suportam
essa hipdtese. Sabe-se que, nos insetos, JH € um hormdnio de importéncia basica
no desenvolvimento e reproducdo, afetando multiplos processos fisiologicos pela
regulacao da expressao génica (NIJHOUT, 1994). Sabe-se também que a esterase
do horménio juvenil (JHE) é fundamental para o desenvolvimento dos insetos
devido a sua agdo sobre o horménio juvenil (JH). A JHE hidrolisa o JH
produzindo o &cido JH, desta forma controlando a titulacdo de hormdnio presente
na hemolinfa de insetos (SHANMUGAVELU et al., 2000; MACKERT et al.,
2006).

Assim, teoricamente, a reducéo da expressao das esterases do hormonio
juvenil seria mais esperada como causa do bloqueio do desenvolvimento do que o
aumento, porque a reducdo de seu grau de expressao poderia levar a incapacidade
de realizar o desdobramento do horménio juvenil, nos niveis necessarios para
ocorrer a muda. As bandas EST-19 e EST-20 encontram refor¢o nessa posicao,
pelo fato de seu comportamento ter permanecido o mesmo em estudos realizados
com 11 anos de intervalo.

Quanto ao aumento do grau de expressdo das a-esterases SO a
continuidade dos estudos podera revelar o seu papel.

Foi importante verificar no presente trabalho que a JHE é uma
carboxilesterase (LEE et al., 2011) e as esterases EST-18 a EST-21 foram também
classificadas como carboxilesterases, com base na acéo de inibidores e localizacéo
das bandas (LIMA- CATELANI et al., 2004; SOUSA-POLEZZI; BICUDO,
2005). De uma certa forma, essa informacdo da mais um reforco para a hipotese
da acdo das B-esterases no desenvolvimento.

Hé& ainda mais uma informacéao a considerar. Uma substancia extraida de
um vegetal, o nim (Azadirachta indica) tem sido relacionada com o controle de
alguns insetos. Foi demonstrado que o 6leo emulsionavel (1,25 ml/L) e os extratos
aquosos de folhas (20%) e de sementes (1,5%) dessa planta interferem no sistema
neuroendocrino dos insetos. Essa interferéncia é manifestada por uma desordem
hormonal em diferentes etapas do processo de crescimento do inseto, afetando os

horménios da ecdise (ECD e 2-hydroxyecdisona) e o JH. Assim, os insetos ndo
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sdo capazes de desenvolver-se de maneira normal e resultam deformagdes do
tegumento, asas, pernas e outras partes do corpo. A maioria desses efeitos pode
ser notada nos estadios larval ou ninfal, quando o nim é efetivamente mais ativo
(MARTINEZ, 2002).

Assim, dados da literatura e deste trabalho ddo suporte a hipotese de
envolvimento da CAF no controle da expressédo hormonal em larvas de A. aegypti:
CAF afeta o sistema nervoso que controla a sintese hormonal e bloqueia o
desenvolvimento, matando o mosquito no estadio larval; esterases estéo
envolvidas no processo que controla a metamorfose de A. aegypti e a CAF afeta o
grau de expressdao de algumas esterases especificas; A enzima JHE é uma
carboxilesterase e as bandas p-esterasicas, que sao afetadas pela CAF, reduzindo o
nivel de expressao, tém a mesma classificacéo.

O passo seguinte sera analisar as proteinas correspondentes as bandas
esterdsicas modificadas e comparar sua sequéncia de aminoécidos com as
sequéncias de esterases do desenvolvimento disponiveis na web. Como também
foi mencionado, a esterase considerada praticamente comprovada na literatura
como sendo JHE, dispbe de uma sequéncia de aminodcidos especifica (motivo
catalitico) que a diferencia das demais esterases (BAI et al., 2007). Este motivo
pode ser um importante auxiliar na identificacdo da JHE. Outras analises sdo

necessarias para confirmar ou nao a hipotese apresentada.
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7. CONCLUSOES

1 — No presente trabalho foram confirmados e ampliados os dados que
mostram que a CAF altera o padrédo de expressao génica das esterases.

2 — Sob acdo dessa substancia, foram alterados a frequéncia e o grau de
expressao de dois grupos de bandas: cinco bandas p-esterasicas (EST-17A a EST-
21) e um grupo de bandas a — esterasicas (provavelmente EST-12 a EST-14).

3 — No grupo de bandas B-esterasicas EST-17A a EST- 20 mostraram
reducdo de ambas as caracteristicas, enquanto EST-21 mostrou leve aumento.

4 — Com relagdo ao grupo de bandas a-esterasicas ocorreu aumento da

frequéncia e do grau de expresséo.

Saber se essas alteracfes estdo relacionadas com a metamorfose, que é
também afetada pela CAF, depende da continuidade dos experimentos, incluindo
0 sequenciamento dessas bandas que se alteram e comparar os resultados com as

possiveis sequéncias encontradas nos bancos de dados.
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Abstract

The mosquito Aedes aegypti is a vector of human disease-causing virus, including
dengue, dengue hemorrhagic fever and yellow fever. The transmission of these
diseases is made by the bite of adult females, which require blood repast for
completing their eggs maturation. Several studies have shown that treatment with
caffeine (CAF) blocks the development and Kills A. aegypti in larval stage.
Preliminary work also indicated that CAF treatment of A. aegypti changes the
pattern of synthesis of esterase enzymes. The esterases play important roles in
various physiological processes of the organisms, including among them the
control of the insect metamorphosis. In the present work, we analyzed them in
polyacrylamide gels stained with a and B naphthyl acetates and Fast Blue RR.
CAF at 0.75 mg/mL water was used in the treatments. The samples were prepared
with larval stages, pupae and adults, but mainly with L4 phase. Comparison of the
treated and control mosquitoes allowed to study the presence and frequency of the
esterase bands in the gels and their degree of expression evaluated on the basis of
staining degree by the Global Lab Image computer program. The analysis showed
that under CAF effect five R-esterase bands and three a-esterase bands changed
frequency and expression degree, causing reduction in four, a small increase in
one of the R-esterases and increase in the group of a-esterases. In view of these
changes parallel to the larval development block we thought in the hypothesis that
these esterases may be involved in the regulation of the hormones that control
development. For example, the B -esterases could be juvenile hormone esterases
that when expressed at lower levels couldn’t be sufficient to metabolize the
juvenile hormone, a process that is necessary to the occurrence of metamorphosis.
A Dbetter analysis of these esterases, including sequencing, for evaluation of this
hypothesis will be the primary goal in the continuation of this work.
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1. Introduction

Aedes aegypti is a vector of arboviruses that cause severe human diseases,
such as dengue, dengue hemorrhagic fever and yellow fever. The distribution of
these mosquitoes reaches the tropical and subtropical regions where temperature
and humidity are favorable to their development and reproduction (Rebelo et al.,
1999; Barreto; Teixeira, 2008). Aedes aegypti has holometabolous development
that includes the stages of egg, larva (subdivided into L1 to L4), pupa and adult.
The transmission of the viral diseases occurs through the bite of the adult females
that need a blood meal to complete the maturation of their eggs.

The main way to combat the diseases caused by this vector is reducing the
insect population size. The application of organophosphates and pyrethroid
insecticides has been the main method used to achieve this goal. However, many
populations of A. aegypt, from different places of the world, have developed
resistance to these insecticides, reducing their efficiency in the control programs
(Macoris et al., 1995, 1999, 2003; Rodriguez et al., 2001; Carvalho et al., 2004;
Lima et al., 2006; Ocampo; Wesson, 2004). Furthermore, it is known for a long
time that pesticides are toxic, affecting the environment and organisms, including
humans. (Marzochi, 1994; Queiroz et al., 1999).

Due to the high incidence of A.aegypti, in many regions of the world, there
has been an intensive search for alternative forms of control that eliminate the
insect without harming the environment and human health. Several studies have
shown that one of the possibilities is the use of caffeine (CAF). This substance
blocks the development of the larvae that die in about 24 hours, depending on the
concentration used in the treatment (Laranja et al., 2003; Guirado; Bicudo, 2007;
Guirado, 2008; Laranja et al, 2006). At the concentration 1 mg / ml of water,
generally the mortality occurs in the L1 instar. A study in which CAF treatment
was performed during generations showed consecutive reduction in egg
production till that at the eighth generation descendants were no longer produced
(Laranja et al., 2006).
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Using sub lethal doses of CAF, several biological parameters could be
analyzed, including number of progeny, development time and longevity (Laranja
et al., 2003; Laranja; et al. 2006; Guirado; Bicudo, 2007; Guirado, 2008).

Caffeine (1, 3, 7 - trimethylxantine) belongs to the group of
methylxanthine and has been consumed by man for centuries, especially as a
drink. CAF antagonizes the action of adenosine, binding to its transmembrane
receptor thereby blocking the action of this neurotransmitter in the brain
(Marangos et al. 1884; Fredholm et al., 1999). In humans, this blockage is
responsible for excitation and, in many cases, for insomnia (Altimari, et al., 2000).
In Drosophila studies, that primarily inspired the tests with A. aegypt , CAF
affected reproduction and prolonged development (Itoyama; Bicudo, 1992, 2000;
Itoyama et al., 1995, 1997, 1998).

Used coffee grounds (UCG), which is the coffee powder that remains after
preparing the beverage, also showed to be efficient in the control of A. aegypti.
100% mortality was detected at 300mg/ml concentration (about four table spoons
for a normal size glass of water) (Laranja et al., 2003).

One of the previous studies suggested that the esterase synthesis of A.
aegypti could be affected by CAF (Laranja et al., 2006). Esterases are enzymes
involved in several physiological processes, including neuronal activity (Harel et
al., 2000), juvenile hormone (JH) metabolism (Gu; Zera, 1994) and insecticide
resistance (Feyereisen, 1995). The juvenile hormone esterases (JHEs) play a
critical role in the regulation of insect development. They control the titration of
the hormones JH (sesquiterpenoids), which regulates the metamorphosis and
development of insects. The JH hormones modulate the action of the hormones
20E (ecdysteroids) to prevent metamorphosis. In the metamorphosis of larvae to
pupae, JH is removed from the hemolymph and tissues at precise moments, by
controlling the synthesis and/or degradation. Two JHE enzymes are primarily
responsible for JH degradation: (1) JHE, which metabolizes JH by hydrolysis of
the JH methyl ester unsaturated acid and (2) JHEH, which hydrates the JH
epoxide ring, resulting in JH diol. Because of their critical role in the regulation of
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JH, the JHE esterases have been used as insecticides in several studies (Bai et al.
2007).

In view of the evidence that CAF blocks development of the mosquitoes A.
aegypti at larval stages, and that there is involvement of the esterases in the
control of the insects molting, the objective of this study was to find knowledge
reinforcing the hypothesis that these two processes are related. This was done
through detecting esterase bands that show changes in expression under the effect
of CAF treatment and to observe if their characteristics conform to those known to

the juvenile hormone esterases.

2. Materials and Methods

2.1. Collection and maintaining of the mosquitoes in the laboratory.

In this study, larvae, pupae and adults of A. aegypti were collected in
natural breeding sites, in Sdo José do Rio Preto, SP, by SUCEN (Superintendéncia
de Controle de Endemias). They were brought to the Vectors Laboratory, were the
adults were transferred to a cage while the other stages were placed into another
cage for completing the development.

In the laboratory, the adult mosquitoes were fed with 8% sugar aqueous
solution. Once a week, the females were fed with blood. Their eggs were
collected twice a week for further use. The substrate for oviposition was a strip of
filter paper put inside a glass half filled with water, circling internally the glass in

the limit water/air.

2.2. Treatment of the mosquitoes and preparation of the samples for
electrophoresis.

The mosquitoes were treated with CAF since the egg phase. CAF was used
in the concentrations 0.25, 0.50 and 0.75 mg/ml water, chosen on the basis of
previous data (Laranja et al., 2003, 2006; Guirado, 2008). CAF aqueous solutions
were prepared with water coming from the well belonging to the school
(IBILCE).. The water is examined periodically for quality.
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The samples for electrophoresis were prepared with control and treated
mosquitoes, in the larval stages L2, L3 and L4, in pupae and adults. Due to the
small size, five L2 or L3 were used to prepare each sample. The samples for
analysis of the other stages were prepared with a single mosquito. The study
involved the use of 600 larvae (400 L3 and 200 L4), 80 pupae and 80 adults.

2.3. Electrophoresis.

The samples for electrophoresis were prepared by crushing control and
treated mosquitoes in a buffer solution (Tris-HCI 1,5M, pH 8,8 + 10% glicerol)
and then were put to run in polyacrilamyde gels. Two kinds of gels were used:
separation gels (12%) and staking gels (4%) (adapted from. Davis, 1964) and
Laemmli, 1970). The staking gel was polymerized in the upper part of the plates,
in continuation to the separating gel already polymerized inside them. After the
application of the samples in the staking gel the electrophoresis was done for four

hours at a constant voltage (200V) and controlled temperature (25° C + 1).

2.4. ldentification of the esterases in the gels.

After electrophoreses, the identification of the esterases was done by
dipping the gels in an aqueous solution of 0.1M sodium phosphate (pH 6.2), at
room temperature (£25°), followed by staining in a solution prepared with 50 mL
of the same sodium phosphate solution, 15 mg of B-naphtyl acetate and 20 mg of
a-naphtyl acetate, 60 mg of Fast Blue RR and 5 mL of N-propanol (Johnson et al.,
1966; Steiner; Johnson, 1973).

Because the esterases hydrolyze the substrates differently, the bands in the
gel stain with different colors: black if they hydrolyze preferentially: the -
naphtyl acetate, red, if they hydrolyze preferentially the B-naphtyl acetate and
magenta when they hydrolyze both a- and B-naphtyl acetates. After staining
throughout the night, the gels are distained during 24 h, in the dark, in a solution
prepared with acetic acid, alcohol and distilled water (100 mL, 250 mL and 650
mL, respectively). The gels were dried in accordance with Ceron et al., 1992.


http://pt.pons.com/tradu%C3%A7%C3%A3o/ingles-portugues/25%C2%B0
http://pt.pons.com/tradu%C3%A7%C3%A3o/ingles-portugues/C
http://pt.pons.com/tradu%C3%A7%C3%A3o/ingles-portugues/%C2%B1
http://pt.pons.com/tradu%C3%A7%C3%A3o/ingles-portugues/1)
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2.5. Analysis of the bands.

In the comparison between treated and control gels, the bands were analyzed
as to the frequency of expression (number of mosquitoes that expressed each
band) and expression degree.

The expression degree was evaluated on the basis of the intensity of
staining, according with values obtained with the Global Lab Image computer
program (Data Translation, Marlboro, M.A., U.S.A.). Four degrees were
established and named +, ++, +++ and ++++. The program produced profile
graphs in which the absence of color corresponds to the value 255 and the
maximum intensity of color (black) corresponds to the value zero. Nuances of
gray are between the extremes. In the graphs, the horizontal axis represents the
position of the bands in the gels and the vertical axis represents the intensity of

staining of each band.

Results

5.1. General pattern of the esterase bands of A. aegypti from Séo José
do Rio Preto.

The pattern of esterases of A. aegypti from Sdo José do Rio Preto was
previously known, since this characteristic has been analyzed in the Laboratory of
Vectors of this Institute since 1988 (Lima-Catelani et al. 2004, Sousa-Polezzi &
Bicudo, 2005 and Guirado, 2008). The esterase bands observed in the different
analysis over time are shown in the diagram of Figurel, in which they are
represented by lines of varying thickness (depending on the degree of their
expression), and different colors: black, red and magenta, corresponding to a-, -
and af3-esterases, respectively (classified according with the pattern of hydrolysis

they perform relatively to o- and B- naphtyl acetates).

5.2. Data on the bands detected in the present study.
The esterase patterns of A. aegypti from S&o José do Rio Preto, detected in

the present analysis, included 23 bands. In relation to the previous studies, the
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difference was the finding of an apparently new band we named EST-17A aiming
to differentiate it from a band named EST-17 that was previously described in A.
albopictus. Another aspect was that, in this study, we couldn’t observe the bands
EST-A to EST-D isolate from each other because they are very closed in the gel.

Because of this they were analyzed as a single band.

5.3. Evaluation of the expression degree of the esterases.

As mentioned in Material and Methods, the esterase bands were evaluated
regarding the frequency and the degree of expression. The assessment to the
degree of expression was made by the Global Lab Image computer program that
generated profile graphs. In Figure 2 we show one of these graphs relative to the
group of esterases EST-A to EST-D for illustrating the expression variations. In
this figure, the deeper valleys correspond to bands with higher degree of staining
(++++ and +++) and the shallower correspond to the less stained bands (++ and

+).

5.4. Expression variation of the bands under the effect of CAF.

The analysis of the CAF effect was restricted to mosquitoes in the larval
stage L4 due to their greater number of bands, and to treatment with CAF at
0.75mg/mL due to its more pronounced effect on the bands. For illustration, the
Figure 3 shows a gel with the esterase banding pattern of L4 treated with the three
concentrations of CAF, used preliminarily, and controls. From the total of 23
bands only EST-11 is not present in this gel.

The comparison of treated and control mosquitoes didn’t show differences
with regard to the number of bands. However, the intensity of staining showed
visible changes under treatment in two sets of bands. One of them was formed by
five [3-esterases, located in the proximal region of the gel relatively to the origin of
the samples. They include the bands EST-18 to EST 21, previously described by
Lima Catelani et al. (2004) and the apparently new band EST-17A. The other
affected set of bands was formed by the a-esterases EST-12 to EST-14, that were

analyzed as a single band since they could not be observed separately.
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5.4.1 Analysis of the p—esterase bands.

The data on these bands were obtained in the study of 38 and 40 L4 larvae
from control and treated experiments, respectively (Table 2 and Figures 4 and 5).

The numbers and percentages of mosquitoes included in the four expression
classes, for each band from experiment and control groups are in Table 2. Figures
4 and 5 show the distribution of these percentages.

The distribution graph of the sum of frequencies of expression of each B—
esterase band regardless of the level of expression, obtained for control and
treated mosquitoes are in Figure 5. For the treated group compared with the
control, the distribution showed reduction in the expression of the bands EST-
17A, EST-18, EST-19 and EST-20 and increase for band EST-21. Profile graphs
corresponding to variation of the staining intensity for bands EST-18 and EST-19
are in Figures 6 and 7, respectively.

5.4.2. Analysis of the a-esterase bands.

Forty nine L4 larvae were analyzed in the control and also in CAF treatment
of the a-esterase bands (Table 2, Figure 8). In the control, the frequency of
expression was higher in the class of lowest degree (+) and decreased towards the
highest expression class (++++). The reverse occurred in the treated mosquitoes.
The profile graph in Figure 9 refers to the evaluation of the staining intensity of

the a-esterases bands, as shown in Figure 3.

Discussion

Because A. aegypti is a vector of serious human diseases, such as dengue,
dengue hemorrhagic fever and yellow fever, it is important to study, in detail, the
biology of this organism and its metabolic responses to environmental changes.
Deeper knowledge can lead to the discovery of new forms of control that could
decrease or even eliminate the intensive use of insecticides.

In the present study, we were looking for knowledge that could reinforce the

idea that CAF impairs esterases of development. Since it has been known for a
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long time that the so called juvenile hormone esterases (JHE) are involved in the
control of instar change in holometabolous insects (Truman, Riddiford, 2007), the
esterases affected by CAF could be eventually JHEs.

Changes in the pattern of esterases were analyzed as to the frequency of
individuals expressing each band and as to intensity of expression of each band
based on the degree of staining with a- and B-naphthyl acetates, evaluated by the
Glogal Lab Image program. Studies considering the relationship between the
degree of staining and intensity of gene expression were performed previously in
Drosophila (Nascimento; Bicudo, 2006 and Bernardo; Bicudo, 2009).

The expression degree of two sets of bands was changed due to the effect of
CAF: the B-esterases (EST-17A to EST-20) and the a- esterase (EST-12 to EST-
14). The effect on the two groups of bands differed from each other. Differences
were also found among the B-esterases.

The frequency and degree of larval expression of the p-esterase bands EST-
17A to EST-20, were reduced relatively to the control.

As to the group of o- esterases, the treated larvae showed increased
frequency and degree of expression. So the CAF effect was activation of the
expression of a- esterases, in both characteristics.

A comparison of these results with the obtained by Laranja et al. (2003)
shows differences. Those authors reported variations under CAF treatment in the
bands EST-1, EST-3, EST-7 EST-19 and EST-20. In all these bands the effects
were characterized by a reduction in the frequency and or degree of expression.
Thus the two studies on CAF effect shared the same results only for EST-19 and
EST-20 bands. These differences might be due to the use of lower concentrations
of CAF by those authors (0.1 and 0.2 mg / mL). or even due to changes in the
metabolism of the mosquitoes in the time between the studies, perhaps due to the
extensive use of insecticides to combat them.

The band variations observed in treatments with CAF allowed continuing in
the attempt to relate them to the larval development block. Literature data support
this hypothesis. In insects, juvenile hormone (JH) is of basic importance in the

development and reproduction, affecting multiple physiological processes by
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regulating gene expression (Nijhout, 1994). It is also known that the juvenile
hormone esterase (JHE) is fundamental for the development of insects due to their
action on JH. JHE hydrolyzes JH, thereby controlling the titration of this hormone
present in the hemolymph (Shanmugavelu et al, 2000; Mackert et al, 2006.).

Thus, theoretically the reduction of the JHE expression would be more
expected to cause blockage of the development than its increase because the lower
degree of expression could lead to inability to perform the metabolism of JH in
the levels required to the occurrence of molting. The EST-19 and EST-20 bands
are then candidates to develop that role. It is important that their behavior in front
of CAF remained the same in analyzes performed 11 years apart. Regarding the
increase in the degree of expression of EST-21, it might be involved in regulating
the synthesis of JHE or other characteristics affected by CAF. However these are
only hypothesis to be analyzed.

A result that may reinforce the hypothesis of involvement of the esterases
modified by CAF with JE is that JHE is a carboxylesterase (Lee et al, 2011) and
the esterases EST-18 to EST-21 were also classified as carboxylesterases, based
on the action of inhibitors by Lima-Catelani et al, (2004) and Sousa —Polezzi &
Bicudo (2005). The esterases EST-12 to EST-14 were classified as cholinesterases
by the same authors.

Another interesting information was obtained with a substance extracted
from a vegetable, nim (Azadirachta indica), which has been related to the control
of some insects. It was shown that the oil emulsion (1.25 ml / L) and the aqueous
extracts of leaves (20%) and seeds (1.5%) of the plant interfere with the
neuroendocrine system of insects. This interference is manifested by a hormonal
disorder at different stages of the insect development, affecting the molting
hormones (ECD and 2-hydroxyecdisona) and JH. Thus, the insects are not able to
develop normally, resulting deformations of integument, wings, legs and other
body parts. Most of these effects can be seen in the larval or nymphal stages,
when nim is actually more active (Martinez, 2002).

Thus, data from the literature and from this work reinforce the hypothesis of

involvement of CAF in controlling hormone expression in the larvae of A.
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aegypti: CAF affects the nervous system that controls the hormone synthesis and
CAF blocks the development, killing the mosquito at the larval stage; esterases
are involved in the process that controls the metamorphosis in A. aegypti and
affects the expression degree of some specific esterases; the enzyme JHE is a
carboxylesterase and the (-esterase bands that are affected by CAF, reducing the
level of expression are classified in the same way.

In the continuation of this study, it would be interesting to analyze the
protein bands corresponding to the modified esterases and comparing its amino
acid sequence with the sequences of the development esterases available in the
web. As already mentioned, the esterase considered practically proven in the
literature to be a JHE has a specific amino acid sequence (catalytic motif) that
differentiates it from the other esterases (BAI et al., 2007). This motif can be an

important aid in the JHE identification.
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Table 1

Band Classes N /% X D.P.
Group + 43/ 21.5% 193.4 8.7
ap ++ 42 [ 21% 167.9 7.6
+++ 27 1 13.5% 124.2 14
++++ 27113.5% 72.3 25.9

Absent 61 /30.5%

Total 200/100%
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Table 2
B-esterase bands o-esterase
group
. staining EST-7A EST-18 EST-19 EST-20 EST-21  EST-12al14
Experiment degree
N®%) N@®%) N@®%) N©®) N %) N (%)
C n 8(21.0) 11(289) 12(3L7) ] 4(10.6) 17(34.7)
++  5(132) 7(184) 12(3L7) 5(132) 10(26.3) 9(18.4)
+++  4(10.5) ; 5(13.3)  7(184) 8(21.0) 9(18.4)
P ; ; 3(7.9)  13(34.2) 14(36.8) 1(2.0)
total  17(44.7) 18(47.3) 32(84.2) 25(65.8) 36(94.7)  36(73.5)
absent  21(55.3) 20(527) 6(15.8) 13(34.2)  2(5.3) 13(26.5)
T 4 125) 6(150) 13(325) 2(5.0)  3(7.5) 3(6.1)
++ i 3(7.5)  8(200) 7(17.5) 5(12.5) 5(10.2)
T i ; 125)  6(150)  8(20.0) 21(45.9)
++++ - - - 8(20.0) 24(60.0) 17(34.7)
total  1(25) 9(245) 22(55.0) 23(57.5) 40(100.0)  46(93.9)
absent  39(97.5) 31(75.5) 18(45.0) 17(42.5) - 3(6.1)
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Legends for Figures

Figure 1. Esterase band patterns of Aedes aegypti observed in L4 larvae from S&o
José do Rio Preto, in studies over time. Above are the analysis dates whose
authors, in the sequence of the publications were: 1-LIMA-CATELANI et al,
2004; 2-SOUSA-POLEZZI e BICUDO, 2005; 3-GUIRADO e BICUDO, 2008; 4-
this study. Black bands = a-esterases; red = B-esterases and magenta = of3-
esterases.

Figure 2. Profile graph obtained by the Global Lab Image program for each
sample in the gel (horizontal axis) showing variations of the staining intensity of
the af-esterase bands in the development from L3 larva to pupa (P) of Aedes
aegypti.

Figure 3. Esterase pattern of L4 larvae of Aedes aegypti obtained by
electrophoresis in an

polyacrylamide gel, in the experiments control (C) and treated (T) with caffeine at
0.25, 0.50 and 0.75 mg/mL.

Figure 4. Distribution graph of the percentages of L4 larvae of Aedes aegypti that
expressed the bands p-esterases (EST-17A to EST-21), included in the four
classes of staining intensity (+ a ++++). C = control; T= treated with caffeine at
0.75 mg/ml..

Figure 5. Distribution graph of the percentages of L4 larvae of Aedes aegypti that
expressed the bands B-esterases (EST-17A a EST-21), irrespective of the degree
of expression. C = control; T = treated with caffeine at 0.75 mg/mL.

Figure 6. Profile graph obtained in an electrophoresis gel by the Global Lab
Image program showing the expression variations of the B-esterase EST-18 of
Aedes aegypti treated with caffeine Columns 1 to 4 = control; 5 to 17 = larvae
treated with increasing concentrations of caffeine (0.25, 0.50 and 0.75 mg/mL).

Figure 7. Profile graph obtained in the electrophoresis gel by the Global Lab
Image program showing the expression variations of the B-esterase EST-19 of
Aedes aegypti r treated with caffeine. Columns 1 to 4 = control; 5 to 17 = larvae
treated with increasing concentrations of caffeine (0.25, 0.50 and 0.75 mg/mL).

Figure 8. Distribution graph of the percentages of L4 larvae of Aedes aegypti that
expressed the a-esterase bands included in the four degrees of staining (+ to
++++). C = control; T = larvae treated with caffeine at 0.75 mg/mL. = no
expression
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Figure 9. Profile graph obtained in an electrophoresis gel by the Global Lab
Image program showing the expression variations of the a -esterase bands (EST-
12 a EST-14), of Aedes aegypti under treatment with caffeine. Columns 1to 4 =
control; 5 to 17 = treated with increasing concentrations of caffeine (0.25, 0.50
and 0.75 mg/mL).

Legends for Tables

Table 1. Number (N) and percentage of L4 larvae of Aedes aegypti that expressed
the bands of-esterases, included in the four classes of staining intensity (+ a
++++), mean (X) and standard deviation (D.P) with the value of gray shades
obtained by the Global Lab Image program.

Table 2. Number (N) and percentage of L4 larvae of Aedes aegypti that expressed
the a- and - esterase bands, included in the four classes of staining intensity (+ a
++++). C = control, T = larvae trated with caffein at 0.75 mg/mL.
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